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Wykaz skrótów 
 
CCA ang. Canonical Correspondence Analysis – kanoniczna analiza 
korespondencyjna 
 
CLPP ang. Community-Level Physiological Profile – profil właściwości 
fizjologicznych zespołów mikroorganizmów 
 
DGGE ang. Denaturing Gradient Gel Electrophoresis – elektroforeza  
w gradiencie czynnika denaturującego 
 
FAME ang. Fatty Acid Methyl Ester – ester metylowy kwasu tłuszczowego 
 
FDHA ang. Fluorescein Diacetate Hydrolysis Activity – miara ogólnej 
aktywności enzymatycznej, mierzona na podstawie hydrolizy 
dwuoctanu fluoresceiny 
 
HPLC ang.  High Performance Liquid Chromatography – wysokosprawna 
chromatografia cieczowa 
 
JTK jednostki tworzące kolonie 
 
MS ang. Mass Spectrometry – spektrometria masowa 
 
PCR ang. Polymerase Chain Reaction – reakcja łańcuchowa polimerazy 
 
qPCR ang. Quantitative PCR – reakcja PCR w czasie rzeczywistym, 
pozwalająca na śledzenie liczby kopii genów 
 
PLFA ang. Phospholipid Fatty Acid – fosfolipidowy kwas tłuszczowy  
 
PDA ang. Potato Dextrose-Agar – agar dekstrozowo-ziemniaczany 
 
TSBA ang. Trypticase Soy Broth-Agar – bulion tryptonowo-sojowy 
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1. Przegląd literatury 
1.1. Gleba 
 
Glebę definiuje się jako wierzchnią warstwę skorupy ziemskiej, ukształtowaną w 
wyniku oddziaływania czynników klimatycznych oraz biologicznych na skałę macierzystą, 
przy danym ukształtowaniu terenu. Zaopatruje ona rośliny w wodę i składniki pokarmowe  
oraz pełni rolę naturalnego podłoża dla wzrostu roślin (PTG, 2011). Najbardziej zewnętrzna 
jej część składa się głównie z rozłożonej materii organicznej pochodzenia roślinnego i 
zwierzęcego (tzw. warstwa próchnicza) (Lambers i in., 2009). Ogólnie, w glebie wyróżnia 
się cztery główne frakcje: mineralną, organiczną, wodną oraz gazową. Frakcję mineralną 
gleby cechuje określony skład granulometryczny. Termin ten dotyczy różnego udziału 
procentowego piasku, pyłu, oraz iłów, składających się na tzw. części ziemiste. Przedział 
wielkości drobin części ziemistych mieści się w zakresie 2 mm – 0,002 mm. Elementy 
organiczne o średnicy przekraczającej 2 mm stanowią tzw. części szkieletowe i obejmują 
żwiry, różnej wielkości kamienie, a nawet okazałe głazy (PTG, 2009). Tekstura i struktura 
gleby są ważnymi czynnikami determinującymi zdolność do zatrzymywania wody  
i w konsekwencji, w istotny sposób wpływają na zawartość minerałów w postaci 
rozpuszczonej (w tym mikro- i makroelementów). Czynniki te decydują o stopniu 
napowietrzenia oraz nawodnienia gleby, przez co modyfikują warunki fizykochemiczne 
kluczowe dla rozwoju roślin  i mikroorganizmów (García-Palacios i in., 2012). Właściwości 
gleb wynikają z określonych czynników glebotwórczych, na które składają się początkowy 
charakter systemu, np. charakter skały macierzystej oraz czynniki zewnętrzne, m. in. 
promieniowanie słoneczne, temperatura, dyfuzja gazów, warunki wodne czy działalność 
organizmów. Niektóre z czynników zewnętrznych, takie jak nasłonecznienie czy opady, 
skorelowane są z określonymi warunkami klimatycznymi, a tym samym strefową pokrywą 
roślinną. Gleby takie tworzą tym samym grupę tzw. gleb strefowych. Ich geneza jest 
niezależna od lokalnie występujących zaburzeń, uwarunkowana zaś przede wszystkim 
klimatem i cyklicznymi zmianami związanymi z wielkością opadów, temperaturą oraz 
typem roślinności występującej w danej strefie klimatycznej. Inną grupę z kolei stanowią 
gleby astrefowe, których zróżnicowanie związane jest głównie z lokalnie występującą 
zmiennością środowiska, np. rodzajem skały macierzystej, specyficznymi warunkami 
wodnymi, czy też ukształtowaniem terenu. Do gleb astrefowych należą także gleby w dużym 
stopniu przekształcone przez człowieka (FAO, 2006). 
Charakterystyka bioróżnorodności…  Sławomir Borymski 
Przegląd literatury   7 
 W procesie rozwoju gleb następuje jej zróżnicowanie na określone poziomy 
genetyczne, których rodzaj, układ, a także właściwości, są wynikiem procesów 
glebotwórczych przebiegających w określonych warunkach środowiska geograficznego. 
Morfologia i właściwości poziomów genetycznych, tworzących tzw. profil gleby, stanowią 
jedno z podstawowych kryteriów podziału gleb. W klasyfikacji gleb Polski, przyjętej przez 
Polskie Towarzystwo Gleboznawcze (PTG, 2011), szczegółowy, hierarchiczny podział gleb 
obejmuje określone działy, rzędy, typy, podtypy, rodzaje oraz gatunki.  
 Uziarnienie utworu glebowego wzdłuż całego profilu (granulometria), pozwala na 
zakwalifikowanie gleb do określonego gatunku (PTG, 1989, 2011). Parametr ten, podobnie 
jak zróżnicowanie pionowe gleby, jest istotny z mikrobiologicznego punktu widzenia. Gleba 
jest bowiem tworem bardzo dynamicznym i zróżnicowanym w czasie i przestrzeni. Sprzyja 
temu okresowa zmienność stosunków wodnych, wynikająca ze zjawisk takich jak 
periodyczne opady, dobowa i roczna zmienność temperatury. Niejednorodność gleby 
stwarza szereg mikroskopijnych nisz ekologicznych, dzięki czemu nawet najbardziej ubogie 
gleby mogą stanowić stałe lub okresowe miejsce bytowania mikroorganizmów, czy też 
stwarzać warunki odpowiednie dla kiełkowania nasion roślin. Dlatego też pokrywa roślinna, 
a także występujące w glebie inne organizmy żywe, wykazują znaczne zróżnicowanie, nawet 
na stosunkowo niewielkim obszarze (Liu i in., 2010; Maron i in., 2011). Efekt ten dodatkowo 
potęgowany jest przez liczne oddziaływania pomiędzy organizmami, nierzadko 
promującymi określony kierunek rozwoju danego układu, w kontekście aktualnych 
uwarunkowań fizykochemicznych (Ettema i Wardle, 2002; Vos i in., 2013). Niewątpliwie, 
przykładem takiego układu, będącego jednocześnie specyficzną i niewielką niszą 
ekologiczną, jest ryzosfera, czyli gleba pozostająca pod wpływem korzeni roślin. 
 
1.1.1. Ryzosfera 
 
Termin „ryzosfera” został wprowadzony w 1904 roku przez Lorenza Hiltnera, który 
podczas badań nad interakcjami zachodzącymi pomiędzy mikroorganizmami i roślinami, 
zwrócił szczególną uwagę na specyficzną aktywność zespołów bakterii zamieszkujących 
korzenie roślin i strefę wokół nich, a także na ich potencjalnie korzystną rolę w hodowli 
roślin. Pierwotnie, definicja zaproponowana przez Hiltnera określała ryzosferę jako ważny 
element środowiska glebowego, odpowiedzialny za wzrost roślin (Hartmann i in., 2008).  
W obecnym rozumieniu jednak, terminem „ryzosfera” określa się glebę ściśle związaną  
z korzeniami i pozostającą pod ich wpływem (Venturi i Keel, 2016). Ze względu na 
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odległość od korzenia, ryzosferę przestrzennie dzieli się na endoryzosferę, która oprócz 
gleby bezpośrednio przylegającej do korzenia obejmuje także jego epidermę wraz z korą 
pierwotną i włośnikami oraz ektoryzosferę, obejmującą glebę od kilku do kilkunastu 
milimetrów od powierzchni korzenia (Narula i in., 2009; Finzi i in., 2015; York i in., 2016). 
Jest to podział umowny, ponieważ rzeczywista ilość gleby pozostająca pod wpływem 
korzeni zależy od wielu czynników, takich jak granulometria, wilgotność czy aktywność 
metaboliczna samych roślin. Niektóre substancje, jak gazy, mogą dyfundować nawet na 
odległość dziesiątek milimetrów od samych korzeni (Gregory, 2006). W ciągu całego 
procesu rozwojowego, roślinom towarzyszy znacząca ilość mikroorganizmów o dużej 
bioróżnorodności. Dzięki tej różnorodności, sieć interakcji pomiędzy mikroorganizmami  
a roślinami przyjmuje rozmaite formy, obejmujące relacje o charakterze bezpośrednim, 
pośrednim, a także pozytywnym lub negatywnym (Lambers i in., 2009; Philippot i in., 2013). 
Podczas procesu kiełkowania i wzrostu korzenia, do gleby, w postaci wydzielin 
korzeniowych oraz martwych komórek, uwalniana jest materia organiczna, która sprzyja 
rozwojowi zespołów mikroorganizmów związanych z korzeniem oraz strefą wokół niego. 
Tym samym, rośliny stwarzają specyficzną ekologiczną niszę, o większej liczebności  
i aktywności mikroorganizmów, niż w glebie pozakorzeniowej. Zjawisko to nosi nazwę 
efektu ryzosferowego (van Loon, 2007; Nihorimbere i in., 2011; Berendsen i in., 2012). 
Niezwykle istotną rolę w modulowaniu procesów zachodzących w ryzosferze, zarówno  
z punktu widzenia mikroorganizmów, jak i roślin, pełni struktura samego systemu 
korzeniowego. Cechuje się on bowiem określoną architekturą, związaną bezpośrednio ze 
zróżnicowaniem przestrzennym w płaszczyźnie poziomej i pionowej, objętością korzeni 
oraz częstością ich rozgałęzień. Ponadto, systemy korzeniowe różnią się morfologią korzeni, 
ich długością, średnicą, obecnością włośników i innych struktur, a także indywidualnymi 
cechami fizjologicznymi związanymi z ich aktywnością respiracyjną czy też wydzielaniem 
korzeniowym. Wszystkie te właściwości mogą także wpływać na cechy biologiczne 
systemów korzeniowych, w kontekście interakcji z innymi organizmami glebowymi, także 
bakteriami i grzybami (Bardgett i in., 2014). W porównaniu z glebą pozakorzeniową, 
ryzosfera jest środowiskiem charakteryzującym się dużo większą odpornością mechaniczną. 
Struktura gleby przykorzeniowej jest bowiem stabilizowana przez system korzeniowy 
rośliny. Zjawisko to wynika również z obecności polisacharydów, zarówno pochodzenia 
roślinnego, jak i bakteryjnego, które sprzyjają agregacji cząstek glebowych. Dodatkowym 
efektem tej agregacji jest zwiększenie powierzchni kontaktu na styku korzeń-gleba, co 
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niewątpliwie ułatwia wymianę metabolitów pomiędzy tymi środowiskami (Hinsinger i in., 
2009; McNear i in., 2014).  
1.2. Interakcje pomiędzy mikroorganizmami a roślinami 
 
Korzenie roślin uwalniają do gleby specyficzne metabolity, co nosi nazwę 
wydzielania korzeniowego lub ryzodepozycji. Ilość i jakość wydzielin korzeniowych zależy 
od gatunku rośliny, jej wieku oraz uwarunkowań fizykochemicznych gleby. Szacuje się, że 
od 10, aż do 50% (w przypadku młodych roślin) zasymilowanego przez rośliny węgla, może 
być uwalniane przez korzenie bezpośrednio do gleby (Bais i in., 2006; Nihorimbere i in., 
2011; McNear i in., 2014). W wyniku aktywności metabolicznej korzeni i wydzielania 
korzeniowego, do gleby dostają się substancje organiczne, takie jak aminokwasy, kwasy 
organiczne, związki fenolowe, polisacharydy i białka (w tym enzymy), jony, gazowy tlen,  
a także woda. Wiele z wydzielanych związków organicznych jest chemoatraktantami, 
przyciągającymi specyficzne grupy mikroorganizmów w bezpośrednie sąsiedztwo korzeni 
(Huang i in., 2014). Przykład może stanowić silna chemotaksja prototroficznych mutantów 
Pseudomonas fluorescens WCS365 do aminokwasów wydzielanych przez wierzchołek 
korzeni pomidora, co ułatwia bakteriom kolonizację korzeni tej rośliny (Weert i in., 2007). 
Podobne zjawisko obserwowano także w przypadku szczepów Bacillus amyloliquefaciens 
SQR9 oraz Bacillus subtilis N11, wyizolowanych odpowiednio z ryzosfery ogórka siewnego 
i bananowca. W przypadku obu roślin wykazano obecność metabolitów, które stymulowały 
ruch bakterii w kierunku korzeni rośliny-gospodarza. Był to kwas cytrynowy, w przypadku 
ogórka oraz kwas fumarowy, w przypadku bananowca. Kwasy te inaczej wpływały na 
badane gatunki bakterii. Kwas cytrynowy, oprócz chemotaksji, stymulował szczep Bacillus 
amyloliquefaciens SQR9 także do tworzenia biofilmu, podczas gdy podobną rolę  
w przypadku szczepu Bacillus subtilis N11 spełniał kwas fumarowy (Zhang i in., 2014). 
Wydzielanie korzeniowe, oprócz konstytutywnego i nieukierunkowanego charakteru, może 
więc być także ukierunkowanym sygnałem, mającym na celu przyciąganie 
mikroorganizmów o ściśle określonych zdolnościach. Przykładem mogą być zespoły 
mikroorganizmów związane ze strefą korzeniową roślin torfowiskowych Eriophorum 
vaginatum, Eriophorum angustifolium oraz Calluna vulgaris. Analiza profili 
fizjologicznych zespołów mikroorganizmów (CLPP – ang. Community – Level 
Physiological Profiles) z wykorzystaniem metody MicroResp, ujawniła istotne statystycznie 
zróżnicowanie zdolności zespołów mikroorganizmów do rozkładu różnych substratów,  
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w szczególności zaś ksylozy, kwasu glutaminowego, lizyny oraz fenyloetyloaminy,  
w zależności od towarzyszącego gatunku rośliny (Yan i in., 2008).  
Jednym z istotnych efektów wzrostu roślin jest zakwaszenie środowiska glebowego. 
Proces ten jest wynikiem uwalniania kwasu węglowego, będącego między innymi skutkiem 
procesów oddechowych zachodzących w komórkach korzeni, wydzielania kwasów 
organicznych przez korzenie oraz z rozkładającej się materii organicznej. Zakwaszenie to 
może następować też poprzez zaburzenie równowagi pomiędzy kationami i anionami (Wang 
i in., 2016; Hirano i in., 2017). Dla przykładu, pobieranie azotanów (V) przez korzenie może 
podnieść odczyn gleby, podczas gdy pobieranie jonów amonowych skutkuje spadkiem 
wartości pH. Innymi związkami, które w znacznej mierze wpływają na zakwaszenie 
środowiska ryzosfery są polifenole. Proces zakwaszenia gleby może być także skutkiem 
wymiany jonowej, gdzie do korzeni roślin pobierane są kationy pierwiastków biogennych, 
np. wapnia, natomiast dla zachowania równowagi jonowej, do gleby wydzielane są protony 
(Ehrenfeld i in., 2005; Hartmann i in., 2009). Wydzielanie protonów jest także jednym  
z mechanizmów wspomagających pobieranie żelaza z gleby (Pii i in., 2015). Zwiększenie 
biodostępności żelaza przez rośliny, pozytywnie wpływa także na towarzyszące im 
mikroorganizmy, bowiem pierwiastek ten bierze udział w procesach enzymatycznych, 
transferze elektronów, a także syntezie RNA i DNA (Schalk i in., 2011). Innym 
mechanizmem wpływającym na biodostępność żelaza jest wydzielanie fitosideroforów, 
specyficznych cząsteczek zdolnych do chelatowania jonów żelaza, manganu, cynku czy 
miedzi (Robin i in., 2008). Wydzielanie kwasów fenolowych oraz zakwaszenie gleby, 
oprócz mobilizacji dwuwartościowych jonów metali, może mieć wpływ także na 
zwiększenie biodostępności innych biogenów, jak fosforu. Fosfor bowiem, podobnie jak 
żelazo, pomimo jego powszechnego występowania w środowisku glebowym, przeważnie 
występuje w formie niedostępnych soli metali, np. fosforanu wapnia, fosforanu żelaza czy 
fosforanu glinu (Gadd, 2010; Lambers i in., 2009). Kwasy organiczne, takie jak kwas 
cytrynowy, jabłkowy czy szczawiowy, wykazują zdolność do kompleksowania metali, tym 
samym uwalniając związki fosforu z niedostępnych dla bakterii form (Colombo i in., 2014). 
Akumulacja biogenów i mikroelementów wokół korzeni roślin sprzyja zwiększeniu 
liczebności mikroorganizmów, a także ich aktywności (Dotaniya i Meena, 2015). Rośliny 
mogą jednak wpływać na bakterie i grzyby w sposób bardziej bezpośredni, selektywnie 
stymulując lub hamując wzrost określonych grup, a nawet specyficznych gatunków. Jednym 
z rodzajów takiego selektywnego oddziaływania jest symbioza roślin z rodziny bobowatych 
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z bakteriami brodawkowymi. Mutualistyczny związek pomiędzy tymi organizmami 
pośrednio umożliwia roślinom wykorzystanie azotu cząsteczkowego związanego przez 
bakterie w brodawkach korzeniowych (Murray, 2011). Oddziaływania te cechują się dużą 
specyficznością. Dla przykładu bakterie z gatunku Sinorhizobium meliloti zdolne są do 
interakcji wyłącznie z gatunkami z rodzajów Medicago, Melilotus i Trigonella (Nagymihály 
i in., 2017). Rośliny z rodziny bobowatych syntetyzują flawonoidy, które pełnią rolę 
atraktantów, przyciągających mikroorganizmy do korzeni (Hassan i Mathesius, 2012; 
Janczarek i in., 2014).  
Innym sposobem bezpośredniego oddziaływania roślin na mikroorganizmy 
ryzosferowe jest wydzielanie związków podobnych do laktonów N-acyl-homoserynowych 
(AHL), odpowiedzialnych za zjawisko quorum sensing. Wyniki badań wskazują, iż 
przynajmniej niektóre rośliny wyższe, takie jak Pisum sativum, Coronilla varia, Medicago 
truncatula, Oryza sativa, Glycine max czy Lycopersicon esculentum, wydzielają związki 
zdolne do aktywacji receptorów AHL u bakterii (Massalha i in., 2017). Z drugiej strony, 
niektóre bobowate, przechwytując AHL produkowane przez mikroorganizmy ryzosfery, 
zaburzają ich komunikację, modulując w ten sposób zagęszczenie populacji bakterii 
(Ehrenfeld i in., 2005). Z kolei Lebeis i in. (2015) wykazali, że istotnym modulatorem 
populacji bakterii ryzosfery może być także kwas salicylowy.  
Kolejnym przykładem bezpośredniego oddziaływania roślin z innymi organizmami 
jest mykoryza. Obejmuje ona różnego typu interakcje pomiędzy grzybami a korzeniami 
roślin. Podobnie, jak w przypadku symbiozy bakterii brodawkowych i roślin należących do 
rodziny Fabaceae, oddziaływania te mogą się cechować dużą specyficznością. Wyjątkowo 
silne symbiotyczne oddziaływanie grzybów i roślin uwidacznia się w przypadku mykoryzy 
arbuskularnej (Parniske, 2008). Wiele z mikroorganizmów zasiedlających tkanki roślin 
(endofitów), w przeciwieństwie do rizobiów i grzybów mykoryzy arbuskularnej, wnika do 
roślin bez angażowania rośliny. Mikroorganizmy takie dostają się do rośliny zazwyczaj 
poprzez korzenie w miejscach mikrouszkodzeń ryzodermy, a także uszkodzeń w liściach, 
łodygach oraz przez aparaty szparkowe. Po ich wniknięciu możliwe jest także 
przemieszczanie się endofitów wewnątrz rośliny poprzez ksylem, lub drogą apoplastową. 
Większość opisanych dotychczas bakterii endofitycznych skupia się w obrębie grup 
Pseudomonadaceae, Burkholderiaceae czy Enterobacteriaceae, aczkolwiek spotyka się 
także mikroorganizmy należące do odległych systematycznie rodzin czy rodzajów, np. 
Bacillus (Weyens i in., 2009b). Ponieważ mikroorganizmy te rezydują wewnątrz roślin, ich 
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obecność nie pozostaje bez znaczenia i w sposób bezpośredni lub pośredni może pozytywnie 
wpływać na wzrost roślin. Bakterie takie noszą nazwę PGPB (ang. Plant Growth Promoting 
Bacteria). Oprócz bakterii endofitycznych, właściwości wspomagania wzrostu roślin 
posiadają także niektóre mikroorganizmy ryzosferowe, które czasem, dla odróżnienia od 
endofitów, określa się mianem PGPR (ang. Plant Growth Promoting Rhizobacteria) 
(Weyens i in., 2009b; Pii i in., 2015). 
 
1.2.1. Stymulacja wzrostu roślin przez mikroorganizmy ryzosfery 
 
Stymulacja wzrostu roślin przez mikroorganizmy ryzosferowe może obejmować 
syntezę regulatorów wzrostu (hormonów roślinnych), ograniczenie produkcji etylenu dzięki 
aktywności deaminazy ACC, wiązanie wolnego azotu czy też mobilizacji niedostępnych dla 
roślin pierwiastków (w szczególności fosforu). Mechanizmy te arbitralnie zalicza się do 
stymulacji bezpośredniej. Z kolei pośrednia stymulacja wzrostu roślin obejmuje 
oddziaływania zapobiegające kolonizacji tkanek roślinnych przez mikroorganizmy 
patogenne, syntezę toksycznego dla patogenów cyjanowodoru, inhibicję enzymów 
produkowanych przez patogeny i unieczynnienie produkowanych przez nie toksyn czy 
indukcję odporności systemicznej roślin (ISR) (Weyens i in., 2009b). Szereg 
mikroorganizmów wykazuje zdolności produkcji hormonów roślinnych, w tym kwasu 
indolilo-3-octowego (IAA), giberelin czy cytokinin. Syntezę IAA obserwowano  
u wielu grup mikroorganizmów, w tym u bakterii brodawkowych Bradyrhizobium 
japonicum, Rhizobium sp. czy Sinorhizobium meliloti, a także u innych bakterii wiążących 
azot, jak Azospirillum sp. oraz Azotobacter paspali. Ostatni z wymienionych szczepów 
wykazywał także zdolność do syntezy giberelin i cytokinin (Lugtenberg i Kamilova, 2009; 
Spaepen i Vanderleyden, 2011). Zjawisko syntezy IAA nie jest jednak ograniczone 
wyłącznie do mikroorganizmów związanych z wiązaniem wolnego azotu, bowiem 
udokumentowano syntezę IAA także przez szczepy z rodzaju Pseudomonas, Bacillus, 
Klebsiella, Variovorax, Sphingomonas czy Mycobacterium (Ahemad i Kibret, 2014). 
Auksyny w znacznym stopniu wpływają na rozwój korzeni, indukując wytwarzanie 
włośników, a także korzeni bocznych. Proces ten prowadzi do zwiększenia powierzchni 
korzeni, skutkując wzmożonym pobieraniem wody oraz obecnych w glebie biogenów. 
Dodatkowo, zwiększona zostaje powierzchnia, która potencjalnie może być zasiedlana przez 
mikroorganizmy symbiotyczne. Stymulację wzrostu korzeni obserwowano także w wyniku 
działania syntetyzowanych przez mikroorganizmy cytokinin (Bhattacharyya i Jha, 2012). 
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Działanie giberelin jest bardziej złożone i obejmuje zarówno wpływ na wzrost 
wydłużeniowy organów roślinnych, jak i regulację procesów kwitnienia, zapłodnienia,  
a także wytwarzania owoców. Wpływ giberelin pochodzenia bakteryjnego jako 
stymulujący, potwierdzono między innymi w przypadku szczepów z rodzaju Rhizobium, 
Bradyrhizobium, Azospirillum a także Bacillus (Bottini i in., 2004). Pomimo iż proces 
stymulacji wzrostu rośliny przez populacje mikroorganizmów ryzosfery czy też bakterii 
endofitycznych jest korzystny dla obu partnerów, uważa się, że synteza hormonów 
roślinnych przez mikroorganizmy pierwotnie związana była z wysyłaniem sygnałów 
molekularnych w obrębie populacji zespołów bakterii w glebie (Spaepen i Vanderleyden, 
2011).  
Poprzez uwalnianie kwasów organicznych (np. kwasu glukonowego), PGPR mogą 
mobilizować związki fosforu, czyniąc go stosunkowo łatwo dostępnym. Mikroorganizmy 
takie nazywa się czasem PSM – ang. Phosphate Solubilizing Microorganisms. Zdolności te 
posiadają liczne bakterie należące do rodzajów Bacillus, Xanthomonas, Enterobacter, 
Pseudomonas, Burkholderia czy Erwinia (Fernández i in., 2007; Ahemad i Kibret, 2014). 
W odpowiedzi na czynniki stresowe, np. suszę, obecność toksyn czy metali ciężkich, rośliny 
produkują etylen – hormon stresu. Akumulacja tego związku prowadzi do zahamowania 
wzrostu i jest jednym z czynników starzenia się roślin. Liczne bakterie ryzosferowe  
i endofity, syntetyzują deaminazę kwasu 1-aminocyklopropylo-1-karboskylowego (ACC), 
która katalizuje proces rozpadu ACC do kwasu α-ketomasłowego i amoniaku. Proces ten 
prowadzi do ograniczenia ilości akumulowanego w roślinie etylenu (Weyens i in., 2009a; 
Ahemad i Kibret, 2014). Istotną rolę we wspomaganiu wzrostu roślin mogą pełnić także 
siderofory syntetyzowane przez liczne bakterie. Związki te zwiększają ilość dostępnych dla 
roślin form żelaza (Bhattacharyya i Jha, 2012; Ahemad i Kibret, 2014).  
Innym mechanizmem wspomagającym wzrost roślin jest zdolność ryzosferowych 
bakterii do hamowania wzrostu i rozwoju patogenów. Procesy te mogą przyjmować 
rozmaite formy, od zwykłej konkurencji o dostęp do substratów, jakimi są wydzieliny 
korzeniowe, aż do wyrafinowanych systemów obejmujących syntezę specyficznych 
związków oddziałujących bezpośrednio na komórki patogenów, jak 2,4-
diacetylofluoroglucynol (DAPG), oomycyna, fenazyna, ramnolipidy, lipopeptydy czy 
cyjanowodór (Compant i in., 2010). Rola cyjanowodoru (HCN) jest tutaj niezwykle istotna, 
ponieważ związek ten wykazuje szeroki zakres toksyczności względem wielu organizmów 
żywych, w tym zwierząt, roślin i licznych mikroorganizmów. Tym samym, HCN 
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syntetyzowany przez niektóre mikroorganizmy, w szczególności zaś z rodzaju Pseudomonas 
oraz Bacillus, jest czynnikiem kontrolnym nie tylko w odniesieniu do populacji 
mikroorganizmów patogennych, ale także czynnikiem allelopatycznym. HCN 
syntetyzowany przez mikroorganizmy ryzosferowe związane z jednym gatunkiem roślin, 
może bowiem hamować wzrost innego, konkurencyjnego gatunku rośliny (Saharan i Nehra, 
2011). W większości przypadków jednak, wpływ HCN ujawnia się poprzez uniemożliwienie 
kolonizacji roślin przez mikroorganizmy patogenne. Przykładem może być synteza DAPG 
oraz HCN przez szczep Pseudomonas sp. LBUM300, która okazała się skuteczna w walce 
z bakteriami Clavibacter michiganensis, wywołującymi zmiany chorobowe u pomidora 
(Saraf i in., 2014). Rolę ochronną roślin względem patogenów mogą także pełnić 
syntetyzowane przez mikroorganizmy enzymy zewnątrzkomórkowe o charakterze hydrolaz, 
np. enzymy rozkładające chitynę – chitynazy. Enzymy te mogą być skutecznym narzędziem 
obronnym przeciwko inwazji grzybów wywołujących choroby roślin. Dla przykładu, 
ryzosferowe bakterie z rodzaju Streptomyces okazały się w sposób skuteczny hamować 
rozwój grzybów z rodzaju Fusarium i Armillaria, promując jednocześnie wzrost siewek 
rośliny Pinus taeda (de Vasconcellos i Cardoso, 2009). Rośliny poprzez ryzodepozycję 
mogą także aktywnie przyczyniać się do werbowania szczepów chroniących je przed 
patogenami. W odpowiedzi na stres wywołany patogennym mikroorganizmem 
Pseudomonas syringae pv tomato, obserwowano wydzielanie kwasu jabłkowego przez 
korzenie Arabidopsis thaliana. Obecność kwasu jabłkowego sprzyjała gromadzeniu się  
w ryzosferze bakterii Bacillus subtilis FB17, które wykazywały zdolność do tworzenia 
biofilmu na powierzchni korzeni zainfekowanych roślin. Fakt ten istotnie zwiększał szansę 
zwalczania postępującej infekcji (Rudrappa i in., 2008).  
Obecność mikroorganizmów z grupy PGPB/PGPR może także indukować 
systemiczną oporność roślin, która może przejawiać się poprzez syntezę specyficznych 
związków o charakterze fitoaleksyn. Synteza fitoaleksyn jest typową odpowiedzią roślin na 
atak patogenów. Wytwarzanie tych związków zależy od stężenia etylenu oraz kwasu 
jasmonowego. Niektóre PGPB zdolne są do syntezy tych związków, wywołując tym samym 
efekt „primingu” u roślin potencjalnie narażonych na działanie mikroorganizmów 
patogennych. Mechanizm ten obserwowano m. in. w przypadku bakterii Enterobacter 
radicincitans DSM 16656, promujących wzrost roślin Arabidopsis thaliana (Brock i in., 
2013). Jednakże systemiczna odpowiedź roślin indukowana przez PGPB/PGPR może być 
związana także z aktywacją genów chitynazy, peroksydazy, oksydazy polifenolowej, liazy 
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fenyloalanino-amonowej oraz genów białek ogólnie związanych ze stresem (Saravanakumar 
i in., 2007). 
 
1.3. Metale ciężkie i ich właściwości biologiczne 
 
Metale stanowią około 75% wszystkich znanych pierwiastków, jednocześnie 
wchodzą w skład większości minerałów tworzących skorupę ziemską (Gadd, 2010).  
W warunkach naturalnych ich obecność w glebie wynika z uwalniania składników 
mineralnych w procesach wietrzenia chemicznego i biologicznego, a także z działalności 
wulkanicznej. W ostatnich stuleciach jednakże, obserwuje się znaczny wzrost obecności 
jonów metali ciężkich w glebie, który nierozłącznie związany jest z działalnością ludzką  
i rozwojem przemysłu (Ayangbenro i Babalola, 2017). Z punktu widzenia organizmów 
żywych, liczne metale pełnią w komórkach istotne funkcje, niezbędne dla procesów 
życiowych. Niektóre z nich, takie jak żelazo, miedź czy nikiel, wchodzą w skład enzymów 
będąc kofaktorami istotnych reakcji enzymatycznych (Gall i in., 2015). Cynk z kolei 
stabilizuje strukturę enzymów i DNA. Potas i sód są natomiast regulatorami 
wewnątrzkomórkowego ciśnienia osmotycznego (Chitturi i in., 2015). Niektóre 
mikroorganizmy mogą ponadto wykorzystywać związki metali jako donory czy akceptory 
elektronów (Dixit i in., 2015). Metale, takie jak cez, glin, rtęć, ołów czy kadm, zdają się 
jednak nie pełnić żadnej istotnej funkcji biologicznej, wykazując nawet w minimalnych 
stężeniach jedynie właściwości toksyczne.  
Na przestrzeni lat, dokonano wielu prób klasyfikacji metali w odniesieniu do ich 
powinowactwa do różnych ligandów czy też toksyczności, wyróżniając termin „metali 
ciężkich”, który jest jednak bardzo nieprecyzyjny. Za metale ciężkie przyjmowano,  
w zależności od punktu widzenia, pierwiastki o gęstości 3,5 g/cm3, 4,5 g/cm3, 5 g/cm3,  
6 g/cm3 czy nawet 7 g/cm3  (Iupac Technical Report, 2002). Innym kryterium było z kolei 
powinowactwo do cząsteczek aktywnych biologicznie, zgodnie z którym metale 
uszeregować można było według następującego układu, noszącego nazwę szeregu Irving-
Williams’a: Mg2+ <Mn2+ <Fe2+ <Co2+ <Ni2+ <Cu2+ >Zn2+ (Foster i in., 2014). Zasada ta 
sprawdzała się jedynie w przypadku jonów pierwszego rzędu pierwiastków przejściowych. 
Ponadto, wszystkie wymienione powyżej pierwiastki, w niewielkich stężeniach pełnią 
istotne funkcje biologiczne. Odmienne podejście reprezentowało określanie toksyczności 
metali na podstawie kryterium ich mocy, zgodnie z teorią kwasów i zasad Lewisa. Zgodnie 
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z tą teorią, wyróżnić można tzw. jony będące mocnymi kwasami (klasa A), jak Na+, Ca2+, 
Mg2+, wykazujące silne powinowactwo do jonów F-, a także cząsteczek zawierających tlen, 
jak OH−, HPO4
2−, CO3
2-, R–COO− oraz =C=O. Pierwiastki te mają zwartą, niezdolną do 
polaryzacji chmurę elektronową i wykazują tendencję do tworzenia wiązań jonowych. 
Drugą grupę (klasa B) stanowią tzw. kwasy słabe, jak Hg2+ i Pb2+, z obszerną, zdolną do 
polaryzacji chmurą elektronową – tworzą silne wiązania kowalencyjne z grupami CN-,R-S, 
-SH-, NH2, zawierającymi azot i siarkę. Ich celem mogą być imidazole czy cysteina. Ostatnią 
grupą są tzw. jony metali o charakterze pośrednim, jak Zn2+ oraz Co2+, tworzące względnie 
stałe wiązania koordynacyjne z ligandami o różnorodnym charakterze (Wang i Chen, 2009). 
Ze względu na rozbieżności związane z klasyfikacją metali, wielu badaczy obecnie skłania 
się do odejścia od stosowania terminu „metale ciężkie”, uznając go za przestarzały  
i nieprecyzyjny. Wobec powyższego, sugerowane jest nazewnictwo alternatywne, takie jak 
„pierwiastki potencjalnie toksyczne” czy „śladowe pierwiastki metaliczne”, w zależności od 
kontekstu, w jakim są one stosowane (Pourret i Bollinger, 2017). 
 
1.3.1. Metale a mikroorganizmy 
 
Pomijając aspekt klasyfikacji metali, za ogólną zasadę należy przyjąć, iż wszystkie 
śladowe pierwiastki metaliczne, niezależnie od ich rodzaju i pełnionych funkcji, w pewnych 
stężeniach wykazują właściwości toksyczne względem organizmów żywych. Za szczególnie 
toksyczne uważa się jonowe postaci arsenu, kadmu, ołowiu oraz rtęci. Dodatkowo, 
toksyczność jonów rtęci (II) związanej ze związkami organicznymi, jak np. metylortęć, 
wzrasta wielokrotnie w porównaniu do jej jonowej postaci (Clemens i Ma, 2016). 
Toksyczność metali może objawiać się na różny sposób, wywołując szkodliwe zmiany we 
wrażliwych strukturach komórki. Metale indukują stres oksydacyjny, a uwalniane wolne 
rodniki, poprzez peroksydację lipidów, prowadzą do zaburzeń w strukturach błon. Jony 
metali mogą również hamować aktywność enzymów poprzez skompleksowanie grup 
sulfhydrylowych centrów aktywnych, czy też niszczyć strukturę DNA. Skutkiem działania 
metali mogą być także zaburzenia fałdowania białek oraz równowagi jonowej (Bruins i in., 
2000; Hobman i Crossman, 2014).  
Metale, stanowiąc jeden z ważniejszych elementów budujących skorupę ziemską, 
stale towarzyszyły wszystkim organizmom żywym. Naturalna ekspozycja organizmów na 
te pierwiastki spowodowała, iż wykształciły one mechanizmy oporności, skutecznie 
zapobiegające negatywnym skutkom ich działania. Efekty te szczególnie widoczne są  
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w przypadku mikroorganizmów, które nie tylko były pionierami w procesie kolonizacji 
Ziemi, ale i znacznie szybciej podlegają procesom ewolucyjnym. Dodatkowo, działalność 
przemysłowa człowieka, a w szczególności hutnictwo metali nieżelaznych, doprowadziła  
na przestrzeni ostatnich wieków, do znacznego lokalnego wzbogacenia gleby w metale,  
w której mikroorganizmy metalooporne stanowią istotny odsetek mikrobiomu (Pacwa-
Płociniczak i in., 2018). Mechanizmy oporności względem metali zależą od gatunku 
mikroorganizmu, rodzaju pierwiastka toksycznego, a także jego stężenia (Nies, 1999). Do 
głównych mechanizmów oporności Prokaryota na metale należą: sorpcja metali, aktywny 
transport metali na zewnątrz poprzez systemy wyrzutu (ang. efflux), wewnątrzkomórkowe 
wiązanie przez metalotioneiny, enzymatyczna detoksyfikacja do form mniej toksycznych 
oraz zmniejszenie wrażliwości poszczególnych elementów komórki poprzez ich lokalne 
modyfikacje. Pośrednim efektem działania wymienionych mechanizmów jest zwiększenie 
lub obniżenie mobilności metali w glebie (Bruins i in., 2000; Bolan i in., 2014; Ayangbenro 
i Babalola, 2017). 
Ze względu na swoje niewielkie rozmiary, mikroorganizmy cechują się wyjątkowo 
dużym stosunkiem powierzchni do masy. Fakt ten, w połączeniu z ujemnie naładowaną 
zewnętrzną warstwą ścian sprawia, iż wykazują one duże zdolności sorpcyjne kationów 
metali. Zdolność do wiązania metali u mikroorganizmów Gram-dodatnich i Gram-ujemnych 
różni się ze względu na różnice budowy osłon komórkowych. W przypadku bakterii Gram-
dodatnich, głównym elementem budowy ściany jest sztywna, usieciowana mostkami 
peptydowymi, wielowarstwowa struktura peptydoglikanu. Towarzyszą jej polialkohole oraz 
kwasy tejchojowe i lipotejchojowe. Silnie ujemny ładunek ścian komórkowych bakterii 
Gram-dodatnich wynika z obecności wiązań fosfodiestrowych, łączących poszczególne 
monomery kwasów tejchojowych. W przypadku bakterii Gram-ujemnych, ładunek ten  
w przeważającej mierze związany jest z obecnością ujemnie naładowanych grup 
fosforanowych lipopolisacharydu i fosfolipidów oraz grup anionowych białek 
peryplazmatycznych obecnych w błonie zewnętrznej (Aryal i Liakopoulou-Kyriakides, 
2015). W przypadku grzybów z kolei, biosorbentami metali mogą być chityna oraz inne 
wielocukry o charakterze mannanów czy glukanów. Dodatkowo, u drożdży w procesie 
sorpcji mogą brać udział także reaktywne grupy polifosforanów oraz grupy karboksylowe 
białek zlokalizowanych na powierzchni. Liczne mikroorganizmy wodne czy glebowe, 
zdolne są do wydzielania macierzy zewnątrzkomórkowej, EPS (ang. Extracellular 
Polymeric Substance). Macierz ta głównie zbudowana jest z polisacharydów, lecz niekiedy 
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zawierają one także białka, lipidy, bądź inne polimery, w tym kwasy nukleinowe (Sheng i 
in., 2010). Podobnie jak w przypadku powierzchni komórek, mechanizm wiązania metali  
w głównej mierze związany jest z naładowanymi ujemnie grupami funkcyjnymi, takimi jak 
reszty fosforanowe, siarczanowe, czy też grupy karboksylowe. Obecność EPS przyczynia 
się do immobilizacji kadmu w osadzie ściekowym (Fomina i Gadd, 2014). W przypadku 
bakterii Deinococcus radiodurans obserwowano proces bioprecypitacji uranylu przy 
współudziale fosfataz PhoN i PhoK. Mechanizm ten umożliwia redukcję uranu z formy 
UO2
2+ do nierozpuszczalnego fosforanu uranylu (UO2PO4
-), znacznie zmniejszając jego 
toksyczność. Mechanizm ten wnosi możliwość potencjalnego zastosowania w bioremediacji 
wód skażonych radionuklidami (Xu i in., 2018).  
Jednym z głównych mechanizmów oporności bakterii na metale jest system ich 
aktywnego usuwania na zewnątrz komórki – tzw. efflux system. Z reguły, metale ciężkie 
wnikają do wnętrza komórek wykorzystując systemy odpowiedzialne za pobieranie 
ważnych dla życia pierwiastków, np. fosforu i wapnia. Nadmiar jonów metali gromadzących 
się w cytozolu, może prowadzić do uruchomienia specyficznych, bądź też niespecyficznych 
mechanizmów ich usuwania. U prokariontów wyróżnia się pięć głównych rodzin systemów 
efflux: transportery ABC (ang. ATP-Binding Casette) zależne od ATP, eksportery 
międzybłonowe z rodziny RND (ang. Resistance Nodulation Division), białka SMR (ang. 
Small Multidrug Resistance), białka MFS (ang. Major Facilitator Superfamily) oraz MATE 
(ang. Multidrug And Toxic compound Extrusion). Pobieranie i usuwanie określonych jonów 
czy związków może zachodzić z zastosowaniem elementów jednego systemu lub kilku  
z nich (Blanco i in., 2016). W kontekście usuwania z komórek pierwiastków metalicznych, 
do najczęściej spotykanych należą jednak rodziny ATPazy typu P, transportery ABC, oraz 
białka RND (Argüello i in., 2012; Hobman i Crossman, 2014).  
W porównaniu do zanieczyszczeń organicznych, metale, jako związki mineralne, nie 
mogą zostać przez mikroorganizmy w prosty sposób usunięte z gleby poprzez degradację 
(Dixit i in., 2015). Metale zdolne do tworzenia form na różnych stopniach utlenienia, 
wykazują odmienny efekt toksyczny. Wzrostowi stopnia utlenienia metali takich jak rtęć, 
arsen, chrom czy uran, towarzyszy bowiem znaczny wzrost toksyczności względem 
organizmów żywych. Niektóre mikroorganizmy wykazujące metalooporność wykazują 
zdolności do aktywnej redukcji metali do form na niższym stopniu utlenienia, a zatem mniej 
toksycznych. Klasycznym przykładem takiego mechanizmu jest operon mer. U bakterii 
Gram-ujemnych, rtęć Hg2+ dyfunduje w poprzek błony zewnętrznej. W peryplazmie jony 
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Hg2+ zostają przeniesione przez białko MerP, na główne białko transportujące MerT, które 
transportuje jony rtęci do cytoplazmy. W cytoplazmie z kolei ma miejsce właściwy proces 
redukcji tego pierwiastka z Hg2+ do mniej toksycznej postaci Hg0 (Mahbub i in., 2017). 
Proces ten katalizowany jest przez białko MerA (reduktazę rtęciową), w wyniku reakcji 
zależnej od NADPH (Naguib i in., 2018). Dodatkowo, rtęć Hg0 wykazuje właściwości lotne, 
dlatego też łatwo dyfunduje z wnętrza komórki na zewnątrz, tym samym zmniejszając 
stężenie toksycznej rtęci Hg2+ także poza komórką. Obecny u niektórych bakterii gen merB, 
koduje enzym liazę organortęciową, potrzebną do rozerwania wiązania C – Hg. Za regulację 
działania operonu odpowiada gen merR (Dash i Das, 2012; Naguib i in., 2018). Innym 
przykładem jest zdolność niektórych bakterii do redukcji soli chromu Cr6+ do jego mniej 
toksycznej postaci Cr3+, dzięki genom operonu chr czy genom ars w przypadku redukcji 
arsenu (Yang i Rosen, 2016; Mythri i in., 2017). 
Przemiany metali, do których dochodzi w wyniku działania mikroorganizmów, mogą 
prowadzić do ich immobilizacji. Proces ten, na skutek metabolizmu komórkowego, 
prowadzić może także do precypitacji wewnątrzkomórkowej, a tym samym do trwałej 
immobilizacji metali wewnątrz komórek mikroorganizmów. Zjawisko to może być 
wykorzystywane np. w procesie produkcji nanocząstek (Bruins i in., 2000; Narayanan i 
Sakthivel, 2010). Odmiennym mechanizmem wiązania metali wewnątrz komórek jest 
wytwarzanie specyficznych białek, zdolnych do zatrzymywania metali. Białka te, zwane 
metalotioneinami, wykazują wysokie powinowactwo do kationów dwuwartościowych, 
takich jak Zn2+, Cd2+, Cu2+ oraz Co2+ (Blindauer, 2011). Zawierają one reszty cysteinowe, 
tworzące cztery miejsca wiązania Zn2+ lub Cd2+. Rolę wspomagającą tego procesu pełnią 
reszty histydynowe, zawierające azot (Blindauer i in., 2002; Leszczyszyn i in., 2007; 
Blindauer, 2008; Fosso-Kankeu i Mulaba-Bafubiandi, 2014).  
Jedną z odpowiedzi mikroorganizmów na metale jest ograniczanie ich oddziaływania 
na poszczególne struktury wchodzące w skład komórek. Reakcja ta polega na globalnych  
i doraźnych naprawach bieżących uszkodzeń i obarczona jest niezwykle dużym wydatkiem 
energetycznym. Przykładem mogą być bakterie Deinococcus radiodurans, posiadające 
bardzo rozbudowany aparat naprawy DNA, który uruchamiany jest w momencie 
wystąpienia stresu oksydacyjnego (Faulkner i Helmann, 2011). Zjawisko to opisano także  
u bakterii Caulobacter crescentus, w odpowiedzi na jony kadmu, chromu i uranu.  
U mikroorganizmów tych zaobserwowano wyraźne zwiększenie ekspresji wielu grup 
genów, związanych między innymi z naprawą uszkodzeń DNA (fotoliaza 
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deoksyrybodipirymidyny, egzonukleaza ABC, białko RecA), wymiataniem wolnych 
rodników (dysmutaza ponadtlenkowa, S-transferaza glutationowa), transportem elektronów 
(oksydaza cytochromowa, cytochromy), genów związanych z metabolizmem podstawowym 
(syntaza glutationowa, geny związane z transportem azotu, ATPazy napływu fosforu), 
transdukcją sygnału (kinaza histydyny), a także genów syntezy egzopolisacharydów (Hu i 
in., 2005). Aktywacja systemu SOS, zależna od białka RecA, występuje nawet  
u metalowrażliwych bakterii Escherichia coli. Odpowiedzi tej towarzyszy wzrost ekspresji 
białek sodB i cyst-K, niwelujących stres oksydacyjny (Mythri i in., 2017). Innym 
przykładem może być zwiększenie ekspresji genu gyrazy DNA typu A u bakterii Klebsiella 
pneumoniae w obecności jonów kobaltu (Bar i in., 2007). 
 
1.3.2. Metale a rośliny 
 
Toksyczność metali względem roślin objawia się ich wpływem na fizjologicznie 
istotne procesy. Mechanizm ten obejmuje inaktywację enzymów, blokowanie grup 
funkcyjnych ważnych metabolicznie cząsteczek, poprzez zastępowanie metali koniecznych 
dla życia (np. wapń), czy też destabilizację błon biologicznych. Ponieważ w komórkach 
roślin metale generują powstawanie wolnych rodników, dochodzi do destabilizacji błon 
wynikającej z peroksydacji lipidów, a markerem tego procesu jest powstanie 
malonylodialdehydu (MDA). Wolne rodniki prowadzą także do uszkadzania cząsteczek 
takich jak białka czy DNA, a także indukują zaburzenia transportu elektronów w błonach 
chloroplastów (Rascio i Navari-Izzo, 2011; Sytar i in., 2013). Jednym z najbardziej 
widocznych efektów fenotypowych toksycznego działania metali na rośliny jest zatrzymanie 
procesu fotosyntezy, który może być wynikiem fotooksydacyjnego uszkodzenia aparatu 
fotosyntetycznego. Stres oksydacyjny wywołany obecnością metali, prowadzi do 
uruchomienia aparatu enzymatycznego związanego z syntezą peroksydaz, dysmutazy 
ponadtlenkowej, katalazy, czy też enzymów wykorzystujących jako substraty związki  
o charakterze antyoksydantów, jak glutation czy kwas askorbinowy. Antyoksydantami są 
także niektóre powszechnie obecne w roślinach metabolity wtórne o charakterze polifenoli, 
w tym flawonoidy, a w szczególności antocyjany (Sytar i in., 2013). Sama obecność metali 
indukuje również odpowiedź kinaz białkowych aktywowanych mitogenami (MAPK), które 
pełnią niezwykle istotną rolę w procesie regulacji systemów komórkowych 
odpowiedzialnych za detoksykację szkodliwych pierwiastków (Sytar i in., 2013; Viehweger, 
2014). Niektóre rośliny wykazują zatem zdolności do niwelowania toksycznego wpływu 
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metali. Rośliny takie noszą nazwę metalofitów. Wzbudzają one zainteresowanie botaników 
i ekologów, bowiem pośród nich znajdują się zarówno rośliny, które wykształciły tolerancję 
względem metali, a nawet i takie, które nie są zdolne do wzrostu na glebach nie 
zawierających określonych jonów metali. Co ciekawe, znaczna część metalofitów skupiona 
jest w obrębie jednej rodziny – Brassicaceae. W zależności od mechanizmów chroniących 
je przed toksycznym działaniem metali, metalofity można podzielić na trzy główne klasy: 
rośliny izolujące metale od wrażliwych struktur, organów i szlaków metabolicznych roślin 
(ang. metal excluders), metaloindykatory oraz hiperakumulatory (Baker i in., 2010). Rośliny 
o strategii „metal excluders” zazwyczaj wykazują zdolność akumulacji metali jedynie  
w korzeniach, zapobiegając migracji metali do części nadziemnych. Metaloindykatory  
z kolei, stanowią grupę roślin wskaźnikowych, których obecność można wiązać  
z zawartością metali w środowisku (Baker i in., 2010; Phillips i in., 2015). Zdecydowanie 
najciekawszą grupę stanowią hiperakumulatory, czyli rośliny wykazujące zdolność 
aktywnego pobierania i magazynowania metali wewnątrz tkanek nadziemnych (łodydze, 
liściach). Za hiperakumulatory uważa się rośliny zdolne do akumulacji różnych 
pierwiastków metalicznych. Według jednej z przyjętych klasyfikacji, hiperakumulatorem 
jest roślina zdolna do akumulacji co najmniej 100 mg kadmu, selenu i tytanu, 300 mg 
kobaltu, miedzi i chromu, 1000 mg niklu, ołowiu i arsenu, 3000 mg cynku oraz aż 10000 
mg manganu, na każdy kilogram suchej masy rośliny (Ali i in., 2013).  
Klasyfikacja roślin zdolnych do wzrostu w obecności metali nie jest zadaniem 
prostym. Według jednego z przyjętych systemów, gatunki zdolne do wzrostu jedynie na 
glebach zawierających znaczne stężenia pierwiastków metalicznych nazywa się 
metalofitami właściwymi, ścisłymi lub obligatoryjnymi. Metalofity obligatoryjne to rośliny 
charakteryzujące się nadzwyczajną tolerancją względem metali. Ich występowanie jest 
ściśle związane z obecnością metali w glebie, dlatego też roślin tych w ogóle nie spotyka się 
na glebach ubogich w metale. Nierzadko są to gatunki endemiczne, występujące lokalnie, 
pomimo szerokiego zasięgu geograficznego (Pollard i in., 2014). Przykładami takich roślin 
mogą być Alyssum pintodasilvae czy Viola lutea subsp. calaminaria (Baker i in., 2010). Inną 
grupę stanowią gatunki zdolne do wzrostu zarówno na glebach o znacznej zawartości metali, 
jak i na glebach niemal zupełnie ich pozbawionych. Rośliny takie nazywa się 
pseudometalofitami, lub metalofitami fakultatywnymi. Do przykładów takich roślin należą 
Achillea millefolium, Deschampsia caespitosa, Campanula rotundifolia, Plantago 
lanceolata, Polygala vulgaris, Ranunculus acris, Rumex acetosella, Thymus pulegioides, 
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Agrostis capillaris, Holcus lanatus, Viola tricolor, Arabidopsis arenosa czy Phragmites 
australis (Baker i in., 2010). Niektóre klasyfikacje dalej dzielą metalofity fakultatywne,  
w zależności od stopnia tolerancji względem metali w glebie, na rośliny preferujące gleby 
zawierające metale, metalofity porastające w równym stopniu gleby skażone pierwiastkami 
śladowymi, jak i gleby czyste oraz pseudometalofity przypadkowe, głównie reprezentowane 
przez rośliny ruderalne, słabo radzące sobie w miejscach silnie zanieczyszczonych.  
W przypadku tych ostatnich, zdolność do wzrostu na glebach bogatych w metale jest słaba, 
dlatego też rośliny te charakteryzują się wzrostem rozproszonym i najczęściej obejmującym 
miejsca lokalnie mniej skażone, które umożliwiają im przetrwanie (Baker i in., 2010; Pollard 
i in., 2014).  
W przypadku metalofitów możemy mówić o pierwotnych miejscach ich 
występowania, oraz miejscach wtórnych – drugiego i trzeciego rzędu. Miejsca pierwotne to 
takie, w których podwyższona zawartość metali w glebach związana jest z naturalnymi 
procesami mineralizacji i w żaden sposób nie wynika z obecności człowieka. Na terenie 
Europy tereny te obejmują ubogie w substancje odżywcze partie wysokogórskie Pirenejów, 
Alp czy Tatr. Dobrym przykładem takiej rośliny jest Arabidopsis halleri. Gatunek ten 
pierwotnie związany z obszarami wysokogórskimi o charakterze alpejskim, często 
występuje lokalnie także na obszarach wyżu i niżu. Wtórne miejsca występowania 
metalofitów to przede wszystkim tereny zanieczyszczone metalami wskutek działalności 
człowieka np. poprzez przemysł górniczy, którego produktem są m. in. zwałowiska 
materiału pohutniczego o skrajnie odmiennej kompozycji, niż gleby na których metalofity 
występowały pierwotnie. Rośliny porastające takie antropogeniczne tereny dodatkowo 
cechują się zwiększoną tolerancją na suszę czy niedostatki pierwiastków biogennych. 
Obszarami występowania metalofitów są także obszary skażone metalami w wyniku 
pośrednich procesów towarzyszących ich wydobyciu i przetwarzania przez człowieka, takie 
jak brzegi rzek niosących wody skażone solami metali, czy też rozległe tereny narażone na 
pylenie z niedaleko położonych hut. Są to miejsca, w których spotyka się metalofity 
zazwyczaj wyselekcjonowane spośród pierwotnie występujących na tych obszarach 
zbiorowisk roślinnych, jak np. Agrostis capillaris, Agropyron repens czy Arabidopsis 
arenosa (Baker i in., 2010). Zdolność niektórych metalofitów do akumulacji znacznych 
ilości metali, czyni z nich przydatne narzędzie wykorzystywane do usuwania metali  
z zanieczyszczonych terenów w procesie fitoekstrakcji (Bhargava i in., 2012). 
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Metale dostają się do tkanek roślinnych zarówno drogą apoplastową jak  
i symplastową poprzez specyficzne transportery lub też zupełnie przypadkowo poprzez 
systemy transportu pierwiastków niezbędnych dla funkcjonowania roślin, takich jak fosfor 
czy wapń, a nawet biernie na zasadzie zwykłej dyfuzji. W przeciwieństwie do metali, takich 
jak żelazo, cynk czy miedź – kadm, arsen, selen i inne metale nie pełniące funkcji 
mikroelementów, nie posiadają specyficznych dla siebie transporterów. Dostają się one do 
roślin na drodze oportunistycznego transportu z innymi pierwiastkami, korzystając z dróg 
ich wnikania (Clemens, 2006). Jednym z elementów tego systemu są transportery ZIP (ang. 
Zinc-regulated transporter Iron-regulated transporter Protein), odpowiedzialne za transport 
żelaza, cynku i manganu. O kompetycyjnym charakterze działania tych transporterów 
świadczy fakt, iż wraz ze wzrostem stosunku cynku do kadmu w podłożu, maleje akumulacja 
tego drugiego, co świadczy o preferencyjnym pobieraniu cynku (Rascio i Navari-Izzo, 
2011). Dodatkową drogą wnikania metali są także kanały wapniowe i transportery typu 
Nramp, ułatwiające np. wnikanie manganu i kobaltu (Clemens, 2006). Pobieranie arsenu  
z kolei związane jest z przenośnikami fosforanów, podczas gdy selen wnika do korzeni 
drogami transportu siarczanów (Rascio i Navari-Izzo, 2011). W procesie dyfuzji metali do 
korzeni roślin, uczestniczą także niskocząsteczkowe związki zdolne do wiązania metali, 
zwane fitosideroforami. Pomimo iż głównym celem tych związków jest wiązanie i transport 
żelaza, to ze względu na stosunkowo niewielką ich specyficzność, umożliwiają one 
pobieranie także innych metali, np. cynku czy kadmu (Clemens, 2006). W przypadku 
większości gatunków roślin, po przedostaniu się do korzeni, metale zostają zatrzymane  
w wakuolach w postaci związanej z fitochelatynami lub wysokocząsteczkowymi związkami, 
np. metalotioneinami. Mechanizm przedostawania się metali do wakuoli działa niekiedy na 
zasadzie antyportu z jonami H+ (np. dla jonów Cd2+). Mechanizm ten opisano u Arabidopsis 
thaliana, gdzie aktywny był antyporter CAX2. Hiperakumulatory, zamiast immobilizacji 
metali w korzeniach, przeprowadzają proces translokacji metali do części nadziemnych – 
pędów i liści. Proces ten wymaga skutecznego transportu symplastowego i aktywnego 
załadowania do ksylemu, którym pierwiastki te transportowane są w górę rośliny. Może on 
się odbywać w powiązaniu z różnymi cząsteczkami, jak fitochelatyny, związki zawierające 
azot, w tym aminokwasy (np. histydyna) czy poliaminy (np. nikotynoamina). Po 
przetransportowaniu do nadziemnych organów rośliny, sekwestracja metali zachodzi 
poprzez skompleksowanie z ligandami w cytoplazmie lub ich aktywne przemieszczenie do 
wakuoli oraz ścian komórkowych. Przemieszczenie to, podobnie jak w przypadku korzeni, 
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ma miejsce przy udziale białek z klasy CDF, np. MTP1, P-ATPaz czy transporterów ZIP 
(Rascio i Navari-Izzo, 2011; Viehweger, 2014). O ile strategia roślin typu „metal excluders” 
wydaje się prosta do wyjaśnienia, o tyle faktyczny powód akumulacji znacznych ilości 
metali przez rośliny wciąż pozostaje przedmiotem sporu. Oprócz potencjalnej roli 
detoksyfikacyjnej, za jedną z bardziej prawdopodobnych przyczyn przyjmuje się rodzaj 
zabezpieczenia pędów oraz liści przed szkodnikami i patogenami. Inne teorie obejmują także 
wpływ zgromadzonych metali na inne, wrażliwe na metale gatunki roślin, czy też działanie 
osmoprotekcyjne związków metali, sprzyjające przetrwaniu roślin w warunkach suszy 
(Alford i in., 2010).  
Mikroorganizmy, wpływając na rozpuszczalność metali w glebie poprzez ich 
immobilizację lub mobilizację, mogą chronić rośliny przed szkodliwym wpływem tych 
pierwiastków lub przeciwnie – istotnie przyczyniać się do zwiększenia stopnia akumulacji 
metali przez hiperakumulatory. Dla przykładu, po inokulacji grzybami z rodzaju Glomus, 
Gigaspora oraz Penicillum, gleby skażonej miedzią, cynkiem i ołowiem, rośliny  
z gatunku Elshotzia splendens produkowały większą biomasę. Dodatkowo, grzyby te 
wpływały na zwiększenie akumulacji metali przez rośliny, w porównaniu do gleb 
nieinokulowanych (Wang i in., 2007). Podobnie, rośliny Berkheya coddii, w powiązaniu  
z grzybami mykoryzowymi, zdolne były do akumulacji wielokrotnie większych ilości niklu, 
niż rośliny pozbawione mykoryzy. Z kolei w przypadku bakterii, silna zdolność sorpcji 
metali przez Bacillus subtilis SJ-10,1 okazała się wystarczająca dla ochrony roślin z gatunku 
Brassica juncea przed szkodliwym wpływem niklu (Zaidi i in., 2006). Przeciwnie natomiast, 
w przypadku inokulacji gleby bakteriami Gluconobacter diazotrophicus. mikroorganizmy 
te, uwalniając kwas 5-ketoglukonowy powodowały przejście cynku z form niedostępnych, 
jak ZnO, ZnCO3 czy Zn3(PO4)2 do formy rozpuszczalnej, która mogła być pobierana  
i akumulowana przez rośliny (Saravanan i in., 2007). Gleby bogate w metale ciężkie, często 
są ubogimi środowiskami o niewielkiej różnorodności szaty roślinnej, występującej  
w postaci nierównomiernych płatów (Colpaert i in., 2011; Bothe i Słomka, 2017). Niewielka 
retencja wody, niska zawartość materii organicznej i biogenów stanowią dodatkowy stres, 
potęgujący szkodliwe działania metali na rośliny. Dlatego też ryzosfera i występujące w niej 
mikroorganizmy stanowią swoiste centra aktywności metabolicznej, przepływu energii  
i pierwiastków biogennych (Becerra-Castro i in., 2012). Niewątpliwie istotną funkcję w tym 
mikro-ekosystemie spełniają bakterie promujące wzrost, ułatwiając roślinom przetrwanie  
w tych trudnych warunkach. Przykładem może być wspomaganie wzrostu hiperakumulatora 
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niklu Thlaspi goesingense przez PGPB wytwarzające deaminazy ACC i IAA. Podobny efekt 
obserwowano także pośród innych metalofitów, jak Brassica napus, Brassica campestris 
czy Alyssum serpyllifolium. Powszechna jest także symbioza metaloopornych bakerii 
brodawkowych z roślinami należącymi do rodziny bobowatych. Dla przykładu, akumulatory 
selenu, takie jak Acacia cana, Astragalus bisculatus, Astragalus pectinatus czy 
hiperakumulator niklu Pearsonia metallifera, wykazywały symbiozę z rizobiami wiążącymi 
azot atmosferyczny, wspomagając ich wzrost w ubogim w biogeny środowisku (Alford i in., 
2010). 
 
1.4. Metody oceny bioróżnorodności mikroorganizmów w glebie 
1.4.1. Hodowle płytkowe 
 
Ze względu na cel i charakter, metody wykorzystywane w analizach 
mikrobiologicznych gleb, można podzielić na hodowlane i niehodowlane. Metody zależne 
od hodowli mikroorganizmów należą do najstarszych i najpowszechniej wykorzystywanych 
analiz mikrobiologicznych. Skład podłoży uzależniony jest od docelowej grupy 
mikroorganizmów, które mają podlegać badaniu. W przypadku izolacji mikroorganizmów, 
najczęściej wykorzystywane są dwie klasyczne strategie – posiew mazany na podłoża 
agarowe oraz  metoda seryjnych rozcieńczeń w ciekłym podłożu (Alain i Querellou, 2009). 
Do szacowania ogólnej liczebności bakterii, najczęściej stosowane są agarowe podłoża 
bulionowe. Po danym czasie inkubacji, kolonie zlicza się i stosując odpowiednie wzory, 
wylicza ogólną liczebność mikroorganizmów, w postaci jednostek tworzących kolonie, 
wyrażonych wykładniczo na gram suchej masy gleby (Balestra i Misaghi, 1997; Kirk i in., 
2004). Oprócz podłoży ogólnych, stosowane są także podłoża selekcyjne. Ich celem jest 
promowanie wzrostu określonych grup mikroorganizmów, lub zahamowanie wzrostu grup 
niepożądanych. Przykładem może być zastosowanie selektywnego podłoża PDA (ang. 
Potato Dextrose Agar), z różem bengalskim i chloramfenikolem, jako podłoża selektywnego 
do hodowli niektórych grzybów (Jayaram i Nagao, 2018). W podobny sposób możliwe jest 
także hodowanie frakcji mikroorganizmów metaloopornych, na podłożach z dodatkiem 
jonów wybranych metali (Malik i Jaiswal, 2000; Zafar i in., 2007; Marzan i in., 2017). 
Metoda hodowli płytkowych cechuje się prostotą, jest szybka, niedroga oraz nie wymaga 
użycia specjalistycznych sprzętów. Posiada jednak pewne ograniczenia. Między innymi, 
analizie podlega jedynie najaktywniejsza i szybko rosnąca część populacji 
mikroorganizmów heterotroficznych (Kirk i in., 2004). Niezależnie od wybranej metody 
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hodowlanej, dobranie optymalnych warunków wzrostowych dla wszystkich 
mikroorganizmów jest niemożliwe, dlatego też (w zależności od szacunków) przyjmuje się, 
iż frakcja hodowlana stanowi średnio od 1 do 10% całkowitej obecnej w glebie mikrobioty 
(Nannipieri i in., 2003; Alain i Querellou, 2009). Dodatkowo, w zależności od 
zastosowanego podłoża, temperatury inkubacji, a nawet osoby odczytującej wynik, 
uzyskane wartości liczebności mikroorganizmów mogą się znacznie od siebie różnić 
(Sutton, 2011). Niewątpliwą zaletą hodowli mikroorganizmów jest natomiast możliwość 
izolacji szczepów o określonych właściwościach. Dlatego też rozwój metod badania 
mikroorganizmów w oparciu o sekwencjonowanie DNA, powinien iść w parze z postępem 
w dziedzinie izolacji i hodowli nowych mikroorganizmów, o nieznanych dotąd 
właściwościach. Bowiem określone cechy mikroorganizmów, takie jak potencjał 
metaboliczny, dają się w pełni zweryfikować jedynie w przypadku ich replikacji  
w warunkach laboratoryjnych (Prakash i in., 2013).  
 
1.4.2. Bioróżnorodność funkcjonalna 
 
Modyfikacją klasycznych metod hodowli płytkowych są metody mikropłytkowe.  
W metodach tych, roztwory zawiesiny glebowej zaszczepia się na wyspecjalizowane 
podłoża umieszczone w dołkach 96-dołkowych mikropłytek. Odczyt zaś odbywa się 
automatycznie poprzez umieszczenie mikropłytki w spektrofotometrze (Kirk i in., 2004). 
Metody mikropłytkowe umożliwiają profilowanie hodowalnej frakcji zespołów 
mikroorganizmów pod kątem różnorodnych właściwości, takich jak aktywność 
metaboliczna względem szeregu substratów (CLPP – ang. Community – Level Physiological 
Profiles), co pozwala na wyznaczenie bioróżnorodności funkcjonalnej. Przykładem jest 
analiza oparta o system BIOLOG z zastosowaniem płytek EcoPlates™. Płytki te zawierają 
31 źródeł węgla, w tym cukry, aminokwasy, alkohole, kwasy karboksylowe, aminy  
i polimery, oraz dołek kontrolny zawierający wodę. Układy te powtórzone są na każdej 
mikropłytce 3 razy. Każdy dołek dodatkowo zawiera barwnik – tetrazolinę, który ulega 
redukcji do zabarwionego na fioletowo formazanu, w sposób proporcjonalny do stopnia 
metabolizowania danego substratu wzrostowego. Stopień zabarwienia dołka odpowiada 
więc wprost stopniowi zużycia danego substratu. Dołki mikropłytki zaszczepiane są 
roztworem glebowym o odpowiednim rozcieńczeniu, po czym są inkubowane przez siedem 
dni. Zmiany zabarwień dołków rejestrowane są poprzez analizę spektrofotometryczną  
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i poddawane są analizie statystycznej (Stefanowicz, 2006; Gryta i in., 2013; Kuźniar i in., 
2018). Ponieważ w metodzie tej wykorzystuje się całkowitą hodowalną frakcję bakterii 
glebowych, uzyskane profile metabolizowania substratów wzrostowych wprost 
odpowiadają potencjalnej bioróżnorodności funkcjonalnej danego zespołu. Pomimo 
niewątpliwych zalet tej metody, takich jak stosunkowo niska cena, szybkość analizy, 
względnie duża ilość informacji uzyskiwanych o całym zespole mikroorganizmów, ma ona 
takie same ograniczenia, co klasyczne metody hodowli płytkowych. Ponadto, w zależności 
od uziarnienia gleby, proces ekstrakcji mikroorganizmów nie zawsze jest procesem 
efektywnym, a tym samym zmianie ulega gęstość inokulum wprowadzanego do dołków 
mikropłytki. Dodatkowo, nieliczne grupy mikroorganizmów mogą degradować obecne na 
mikropłytkach związki, nie powodując zmiany zabarwienia tetrazoliny, co może prowadzić 
do fałszywie negatywnych odczytów (Kirk i in., 2004). W badaniach środowiskowych 
możliwe jest zastosowanie także innych płytek BIOLOG, różniących się nieco układem 
zastosowanych substratów, zoptymalizowanych dla bakterii Gram-ujemnych (GN), Gram-
dodatnich (GP) oraz grzybów (FF) (Stefanowicz, 2006). Pomimo pewnych wad, metoda 
BIOLOG-CLPP jest nadal powszechnie wykorzystywana w badaniach środowiskowych 
analizy bioróżnorodności funkcjonalnej zespołów mikroorganizmów w glebach skażonych 
metalami, pestycydami, glebach ryzosferowych czy środowiskach ekstremalnych (Kirk i in., 
2004; Singh i in., 2006; Yang i in., 2006; Cycoń i in., 2013; Kuźniar i in., 2018).  
Odmienną metodą wyznaczania CLPP jest pomiar respiracji indukowanej 
poszczególnymi substratami wzrostowymi, której przykładem jest MicroResp™.  
W metodzie tej dokonuje się pomiaru CO2 powstającego w wyniku aktywności oddechowej 
mikroorganizmów, w obecności odpowiednich źródeł węgla i azotu, takich jak 
węglowodany, aminy, aminokwasy i kwasy karboksylowe, dodawanych bezpośrednio do 
gleby. Pomiaru dokonuje się już po kilku godzinach od dodania substratu.  
W przeciwieństwie do płytek BIOLOG, oprócz analizy kolorymetrycznej, możliwe jest 
również wykorzystanie substratów znakowanych izotopowo 14C (Campbell i in., 2003; Kirk 
i in., 2004; Lalor i in., 2007). 
 
1.4.3. Bioróżnorodność strukturalna 
 
Innym aspektem jest określenie udziału poszczególnych grup mikroorganizmów  
w danym środowisku, składającego się na bioróżnorodność strukturalną danego zespołu. 
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Przykładem metody, którą stosuje się do jej wyznaczania, jest analiza oparta o markery 
biochemiczne w postaci estrów metylowych kwasów tłuszczowych (ang. Fatty Acid Methyl 
Esters - FAME). Kwasy tłuszczowe występują u mikroorganizmów w relatywnie stałej 
proporcji masy w stosunku do całkowitej masy komórek, jednakże ich profile  
u poszczególnych gatunków różnią się, dzięki czemu możliwe jest określenie markerów 
lipidowych pozwalających zakwalifikować mikroorganizmy do różnych grup. Analizę 
FAME można przeprowadzać w oparciu o całkowitą frakcję kwasów tłuszczowych 
zawartych w glebie. Kwasy tłuszczowe są wówczas izolowane wprost z gleby  
z wykorzystaniem organicznych rozpuszczalników, po czym podlegają metylacji, która 
umożliwia ich identyfikację z zastosowaniem chromatografii gazowej. Uzyskane dane 
pozwalają wykryć jakościowe oraz ilościowe różnice udziału poszczególnych kwasów 
tłuszczowych w profilach analizowanych próbek gleby, uwidaczniając tym samym różnice 
w strukturze zespołów mikroorganizmów. Metoda ta jest zatem odpowiednia dla 
przeprowadzania analiz porównawczych (Kirk i in., 2004; Liu i in., 2006). Lipidy mogą 
jednak utrzymywać się w glebie stosunkowo długo po śmierci mikroorganizmów, 
dodatkowo są one także składnikiem organicznych cząstek wchodzących w skład frakcji 
organicznej gleby. Z tego też powodu istnieje ryzyko wystąpienia błędów w analizie, 
bowiem uzyskane profile FAME mogą być zafałszowane o frakcję zawartą w martwych 
komórkach, czy też próchnicy glebowej. Dlatego też w analizach struktury zespołów 
mikroorganizmów, częściej wykorzystywane są fosfolipidowe kwasy tłuszczowe – PLFA 
(ang. Phospholipid Fatty Acids) (Frostegård i in., 1996). Występują one w błonach 
komórkowych mikroorganizmów i nie wchodzą w skład materiałów zapasowych,  
a dodatkowo, po śmierci komórek ulegają szybkiemu rozkładowi. Profile PLFA 
odpowiadają zatem żywym zespołom mikroorganizmów. Metoda analizy PLFA obejmuje 
ekstrakcję fosfolipidów, frakcjonowanie, a następnie estryfikację do form lotnych. Podobnie 
jak w analizie FAME, lotne estry metylowe poddane zostają analizie chromatograficznej. 
Jakościowa i ilościowa analiza PLFA pozwala na wyznaczenie biomasy żywych 
mikroorganizmów, a także ocenę różnic bioróżnorodności strukturalnej badanych zespołów 
mikroorganizmów (Kirk i in., 2004; Liu i in., 2006). Znane są markery PLFA odpowiadające 
grupom bakterii Gram-dodatnich, Gram-ujemnych, promieniowcom oraz grzybom 
(Frostegård i in., 1996; Zelles, 1999; Frostegård i in., 2011). Profile PLFA dobrze 
odzwierciedlają dynamicznie reakcje zespołów mikroorganizmów na zmiany 
środowiskowe, dlatego powszechnie wykorzystuje się je do oceny wpływu toksyn czy stresu 
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środowiskowego na mikroorganizmy glebowe. W porównaniu do innych metod oceny 
bioróżnorodności zespołów mikroorganizmów glebowych, analiza PLFA cechuje się 
prostotą, jest stosunkowo tania i pozwala na uzyskanie wielu danych, które mogą być 
analizowane jakościowo i ilościowo z zastosowaniem wielowymiarowych analiz 
statystycznych. Metoda ta posiada jednak pewne ograniczenia. W analizowanych próbkach 
występują bowiem kwasy tłuszczowe których nie można jednoznacznie przypisać do 
określonych grup mikroorganizmów, metoda wymaga zatem ostrożności w dobieraniu 
markerów wykorzystywanych do analizy. Rozdzielczość metody jest także niewystarczająca 
dla określenia gatunków mikroorganizmów obecnych w próbie. Dodatkowo, ograniczenia 
wynikające z ekstrakcji lipidów z gleby mogą wpływać na uzyskany obraz profili zespołów 
mikroorganizmów (Kirk i in., 2004; Leckie, 2005; Liu i in., 2006). 
 
1.4.4. Bioróżnorodność genetyczna i markery molekularne 
 
Ze względu na ograniczenia wynikające z analizy markerów lipidowych, badania 
bioróżnorodności zespołów mikroorganizmów uzupełniane są o analizy markerów 
genetycznych. Reakcja łańcuchowa polimerazy (ang. Polymerase Chain Reaction – PCR) 
jest metodą, która w warunkach in vitro pozwala na amplifikowanie specyficznych 
fragmentów DNA z pomocą komercyjnie dostępnych polimeraz. Dzięki doborowi 
odpowiednich starterów, możliwe jest wykorzystanie tej metody do oceny bioróżnorodności 
bakterii w próbach środowiskowych, w których najczęściej analizuje się fragmenty genów 
kodujących 16S rRNA (Liu i in., 2006). Metod opartych o reakcję PCR wykorzystywanych 
w analizach środowiskowych jest bardzo wiele, do najczęściej stosowanych należą jednak 
DGGE, RISA, RFLP (w tym T-RFLP) oraz qPCR, pozwalające na genetyczną ocenę 
różnych aspektów bioróżnorodności zespołów mikroorganizmów (Kirk i in., 2004; Fierer i 
Jackson, 2005; Liu i in., 2006). 
Jedną z metod oceny bioróżnorodności strukturalnej jest PCR-DGGE. Metoda 
DGGE (ang. Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) jest metodą elektroforetyczną,  
w której amplifikowane fragmenty genów kodujących 16S rRNA są rozdzielane w żelu 
poliakrylamidowym w gradiencie czynnika denaturującego. Czynnikiem denaturującym 
najczęściej jest formamid lub mocznik. Do amplifikacji fragmentów 16S rDNA w DGGE, 
wykorzystuje się startery zawierające tzw. klamrę GC, której zadaniem jest spięcie 
dwuniciowych fragmentów DNA (Muyzer i Smalla, 1999). Ponieważ elektroforeza 
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prowadzona jest w gradiencie czynnika denaturującego, cząsteczki DNA o takiej samej 
długości, lecz różnej sekwencji, przyjmują odmienne konformacje, przez co migrują  
w różnym tempie i dochodzi do ich rozdziału. Tym samym, na żelu uzyskiwane są wzory 
prążkowe stanowiące profil (ang. fingerprint) DGGE. Niekiedy, zamiast chemicznego 
czynnika denaturującego, stosuje się gradient temperatury – wówczas analiza taka nosi 
nazwę TGGE. Pomimo stosunkowo wysokiej rozdzielczości, teoretycznie dochodzącej do 
jednej pary zasad, metoda DGGE obarczona jest pewnymi ograniczeniami. Należy do nich 
możliwość detekcji jedynie dominujących grup mikroorganizmów. Dodatkowo,  
w przypadku nieoptymalnych warunków rozdziału, poszczególne prążki w profilach DGGE 
mogą zawierać sekwencje więcej niż jednego gatunku bakterii (Muyzer i Smalla, 1999; 
Nannipieri i in., 2003; Kirk i in., 2004). 
Innym przykładem analizy sekwencji genów kodujących bakteryjne podjednostki 
rybosomów jest RISA (ang. Ribosomal Intergenic Spacer Analysis), czyli analiza 
rybosomalnych sekwencji międzygenowych. W przypadku tej metody, amplifikacji PCR 
ulega fragment DNA leżący pomiędzy genami kodującymi RNA podjednostek 16S i 23S, 
tzw. IGS (ang. InterGenic Spacer). Zamplifikowane w ten sposób fragmenty poddawane są 
denaturacji i rozdziałowi w żelu poliakrylamidowym (Kirk i in., 2004; Hartmann i in., 2005; 
Liu i in., 2006; Plassart i in., 2008). Metoda ta może również być stosowana w postaci 
zautomatyzowanej (ARISA). Wówczas startery znakowane są fluorescencyjnie, co 
umożliwia maszynowy odczyt uzyskanych profili (Kirk i in., 2004). 
Z kolei w metodzie RFLP (ang. Restriction Fragment Length Polymorphism), 
najczęściej analizowana jest zmienność (polimorfizm) długości fragmentów DNA 
powstałych w wyniku cięcia enzymami restrykcyjnymi zamplifikowanych fragmentów 
genów. Amplifikowane fragmenty DNA poddawane są cięciu specyficznymi enzymami 
restrykcyjnymi, a uzyskane w ten sposób fragmenty rozdzielane są na żelu. Możliwa jest 
analiza restrykcyjna dowolnych genów, jednakże w mikrobiologii środowiskowej 
najczęściej wykorzystywana jest elektroforeza restrykcyjnych fragmentów genów 
kodujących 16S rRNA (Leckie, 2005). Taka odmiana RFLP, ze względu na swoją specyfikę 
nosi nazwę ARDRA (ang. Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis). Uzyskane w ten 
sposób wzory prążkowe posiadają większą rozdzielczość, niż w przypadku DGGE. 
Modyfikacją RFLP jest technika T-RFLP. W tym przypadku w reakcji PCR stosuje się 
starter znakowany fluorescencyjnie, umożliwiając detekcję wyznakowanych terminalnych 
fragmentów restrykcyjnych (Kirk i in., 2004; Liu i in., 2006; Singh i in., 2006). 
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W celu wyznaczenia dokładnej liczebności mikroorganizmów możliwe jest 
zastosowanie zmodyfikowanej reakcji PCR, w której pomiaru ilości kopii genu dokonuje się 
w czasie rzeczywistym – realtime qPCR (ang. realtime quantitative Polymerase Chain 
Reaction) (Suzuki i in., 2000). W reakcji tej postęp amplifikacji jest śledzony poprzez 
zastosowanie termocyklera umożliwiającego pomiar fluorescencji barwników lub 
znakowanych nukleotydów. Ponieważ intensywność sygnału fluorescencji odpowiada ilości 
zamplifikowanego produktu, dzięki zastosowaniu kalibracji względem standardu genu  
o znanej liczbie kopii, możliwe jest precyzyjne wyznaczenie liczby kopii tego genu w próbce 
środowiskowej. W przypadku zastosowania fragmentów genów kodujących 16S rRNA, 
możliwe jest wyznaczanie dokładnej liczby mikroorganizmów występujących w danej 
próbce (Bacchetti De Gregoris i in., 2011). Ponadto, metoda realtime qPCR pozwala na 
wyznaczenie liczby kopii dowolnego genu (o ile znana jest jego sekwencja), dzięki czemu 
możliwe jest wyznaczenie liczebności specyficznych grup mikroorganizmów, np. zdolnych 
do rozkładu węglowodorów aromatycznych (Cébron i in., 2008). 
 
1.4.5. Nowoczesne metody „omiczne” 
 
Jednym z ograniczeń rzeczywistej oceny bioróżnorodności mikroorganizmów jest 
niedoskonałość samej metody, która jest do tego celu wykorzystywana. Nowoczesne 
technologie „omiczne”, w swej istocie zakładają całościową analizę systemów 
biologicznych, takich jak genomy, transkryptomy, proteomy czy metabolomy (Słowikowska 
i in., 2016). Całość wyizolowanego z próbek DNA, RNA, białek czy metabolitów poddaje 
się odczytowi, natomiast uzyskane wyniki interpretowane są z zastosowaniem metod 
bioinformatycznych.  
W ostatnich latach, systemy sekwencjonowania nowej generacji (NGS – ang. Next 
Generation Sequencing), pozwoliły na znaczny rozwój badań metagenomicznych, 
umożliwiając analizę mikrobiomów na niespotykaną dotąd skalę. Większość obecnie 
stosowanych technologii NGS opiera się na sekwencjonowaniu tysięcy, a nawet milionów 
sekwencji kwasów nukleinowych w jednym odczycie (Vincent i in., 2017). Proces odczytu 
sekwencji jest z założenia nieukierunkowany, a uzyskane w ten sposób ogromne ilości 
danych (gigabajty a nawet terabajty surowych sekwencji), poddaje się obróbce zależnej od 
założonego celu analizy. Sposób postępowania (ang. workflow) obejmuje pobranie próbek, 
izolację całości DNA z próbki, sekwencjonowanie, obróbkę wstępną surowych danych (ang. 
pre-processing), analizę sekwencji, obróbkę końcową (ang. post-processing) oraz walidację. 
Charakterystyka bioróżnorodności…  Sławomir Borymski 
Przegląd literatury   32 
Analiza ta składa się więc z etapu in vitro, ściśle laboratoryjnego, którego końcowym 
elementem jest odczyt sekwencji oraz komputerowej i statystycznej analizy danych in silico 
(Quince i in., 2017). W przeciwieństwie do większości klasycznych procedur badawczych, 
w przypadku badań metagenomicznych, analiza in silico jest kluczowa i ma bardzo duży 
wpływ na uzyskiwane wyniki. Bowiem od pre- i post-processingu zależy ostateczna jakość 
analizy i poziom jej szczegółowości (Orgiazzi i in., 2015; Johnston-Monje i in., 2016).  
W przypadku oceny bioróżnorodności strukturalnej zespołów mikroorganizmów, 
najczęściej bada się geny markerowe, np. fragmenty kodujące 16S rRNA oraz fragmenty 
ITS (ang. Internal Transcribed Spacer), odpowiednio w przypadku bakterii i grzybów. 
Ponieważ proces ten jest ukierunkowany, często wymaga wstępnej amplifikacji genów,  
a dopiero uzyskane amplikony poddaje się odczytowi i analizie bioinformatycznej (Oulas i 
in., 2015). Jest to szczególnie istotne wtedy, kiedy próba zawiera niewielką liczbę genów, 
które mają być analizowane. Zdaniem niektórych autorów, takie procedury nie powinny 
jednak nosić miana badań metagenomicznych, ponieważ zakres analizy genów jest wówczas 
ograniczony i nie dotyczy całości puli genetycznej zawartej w próbie (Quince i in., 2017). 
Zastosowanie metod sekwencjonowania nowej generacji, otworzyło nowe możliwości, 
pozwalając między innymi na badania bioróżnorodności mikroorganizmów środowisk 
skrajnych, jak zespoły bakterii występujących w rejonie arktycznym (Papale i in., 2018; 
Tanner i in., 2018). Sekwencjonowanie nowej generacji stało się też przydatnym narzędziem 
w badaniu mikrobiomu zwierząt (Debebe i in., 2017; Jiménez i Sommer, 2017; Wang i in., 
2017) i człowieka (Pabst, 2017; Luca i in., 2018). Metody „omiczne”, wykraczając poza 
prosty opis indeksów bioróżnorodności, charakterystykę ilościowo-jakościową czy opis 
stosunków w obrębie dominujących typów mikroorganizmów, są narzędziem o unikalnych 
możliwościach (Fierer, 2017). Metagenomika pozwala nie tylko na poznanie ogólnej, 
genetycznej bioróżnorodności, ale umożliwia też śledzenie genów, związanych  
z określonymi funkcjami. Możliwe stało się śledzenie genów związanych z obiegiem 
pierwiastków, np. przemian azotu (Damashek i Francis, 2018; Otwell i in., 2018; Schloter i 
in., 2018). Genetyczna ocena bioróżnorodności funkcjonalnej i badanie oddziaływań 
pomiędzy abiotycznymi i biotycznymi elementami środowiska, stanowi spore wyzwanie. 
Metagenomika okazała się jednak narzędziem przydatnym w obserwacji tych zjawisk (Feng 
i in., 2018; Hamonts i in., 2018). Niewątpliwym ograniczeniem metagenomiki jest brak 
pewności co do ekspresji danego genu w momencie pobrania próbki do analizy.  
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Metodą, dzięki której możliwe jest badanie ekspresji genów w całych populacjach, 
jest metatranskryptomika (White i in., 2017). Obecnie, analizę ekspresji genów prowadzi się 
zarówno z wykorzystaniem mikromacierzy, jak i metody opartej o NGS (RNA-seq).  
W przypadku obu analiz, cały wyizolowany z danej próbki i oczyszczony RNA musi zostać 
przepisany na cDNA. W przypadku mikromacierzy, fragmenty cDNA znakuje się 
fluorescencyjnie i następnie hybrydyzuje się do fragmentów DNA umieszczonych  
w specjalnie do tego celu przygotowanych chipach. W metodzie hybrydyzacyjnej możliwe 
jest badanie jedynie znanych sekwencji, co stanowi jej główne ograniczenie w porównaniu 
do RNA-seq. Ta ostatnia zasadniczo nie różni się od zwykłej procedury NGS, stosowanej  
w przypadku DNA. Podstawowym utrudnieniem w analizie RNA, niezależnym od 
stosowanej metody, jest podatność cząsteczek RNA na degradację. Dlatego też badania 
RNA wymagają pewnych szczególnych kroków podczas procesu przygotowania próbek do 
analizy (Vincent i in., 2017). Metody transkryptomiczne stanowią dobre uzupełnienie badań 
metagenomicznych. W mikrobiologii środowiskowej pozwalają one na przykład powiązać 
grupy taksonomiczne bakterii czy grzybów, z odpowiadającymi im grupami funkcjonalnymi 
w kontekście zmiennych warunków środowiska.  
Metaproteomika z kolei jest narzędziem, umożliwiającym przełożenie genetycznego 
potencjału populacji organizmów danego środowiska, na obserwowalny w postaci 
funkcjonalnych białek fenotyp (Wilmes i in., 2015). W analizie metaproteomicznej, całość 
wyizolowanych z danego środowiska białek zostaje poddana analizie, najczęściej  
z zastosowaniem chromatografii cieczowej połączonej ze spektrometrią mas (LC-MS, ang. 
Liquid Chromatography – Mass Spectrometry) (Wang i in., 2016). Metaproteomika, dzięki 
analizie aktywnych cząsteczek białek, daje bezpośredni wgląd w sieci metaboliczne całych 
zespołów organizmów.  
Doskonałym uzupełnieniem tych sieci są analizy metabolomiczne. W ich przypadku, 
odpowiednio wyizolowane z danego środowiska metabolity, poddawane są frakcjonowaniu 
i, podobnie jak w przypadku białek, analizie z zastosowaniem chromatografii cieczowej 
sprzężonej ze spektrometrią mas atomowych (LC-MS), chromatografii gazowej (GC, ang. 
Gas Chromatography) lub spektroskopii NMR (ang. Nuclear Magnetic Resonance). 
Metabolomika pozwala śledzić procesy związane z wymianą metabolitów pomiędzy 
środowiskami, co jest szczególnie istotne w przypadku badań interakcji zależnych od siebie 
jednostek biologicznych, np. interakcji pomiędzy mikroorganizmami a roślinami (van Dam 
i Bouwmeester, 2016).  
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Rutynowe stosowanie metod „omicznych” pozwoliło na znaczną rozbudowę baz 
danych, dzięki którym możliwe jest porównywanie uzyskiwanych w procesie analizy 
sekwencji DNA, RNA, białek oraz metabolitów. Jedną z takich kompleksowych baz danych 
jest KEGG – Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes. Bazy te umożliwiają 
dopasowywanie sekwencji genowych, z odpowiadającymi im białkami i szlakami 
metabolicznymi. W teorii, możliwa jest zatem analiza, a także modelowanie in silico całych 
sieci metabolicznych, od substratu do metabolitu końcowego. Jest to bardzo ważne, 
szczególnie w przypadku mikroorganizmów nie dających się hodować w warunkach 
laboratoryjnych (Frelinger, 2015; Mangot i in., 2017; Feng i in., 2018). Bazy takie są 
nieocenione w przypadku analiz porównawczych wyników uzyskanych wieloma metodami 
„omicznymi”, dzięki którym możliwa jest obserwacja całej sekwencji zdarzeń, od genu, 
poprzez jego ekspresję, aż do metabolitu. Dla przykładu, w badaniach przeprowadzonych 
przez Hultman i wsp. (2015), metody metagenomiczne oparte o analizę genów 16S rDNA, 
metatranskryptomikę RNA oraz metabolomiczną analizę opartą o spektrometrię mas, 
zastosowano do oceny mikrobiomu wiecznej zmarzliny, bagien, termokrasu i warstwy 
aktywnej gleby na Alasce. Badania te ujawniły nie tylko zróżnicowanie w udziale 
poszczególnych taksonów, lecz także różne strategie życiowe mikroorganizmów związane 
ze specyfiką danego środowiska. Przykładowo, warstwa aktywna gleby zawierała geny  
i białka związane z pozyskiwaniem energii i substancji odżywczych w procesach tlenowych 
oraz beztlenowych. Wykryto także obecność mechanizmów umożliwiających przeżycie 
mikroorganizmów w warunkach zamarzania i rozmarzania. Z kolei na bagnach wykazano 
znaczący udział genów, transkryptów oraz białek biorących udział w metanogenezie. 
Niezależnie od zastosowanej metody, podstawowym problemem w przypadku analiz 
gleby jest jej zmienność w czasie i przestrzeni (Lombard i in., 2011). Ogromna 
heterogenność gleby związana jest między innymi z występowaniem stref bogatych pod 
względem liczebności i aktywności mikroorganizmów, tzw. „gorących punktów” (ang. hot 
spots), w porównaniu do średniej aktywności gleby (Kuzyakov i Blagodatskaya, 2015). 
Efekt ten szczególnie widoczny jest w otoczeniu roślin, gdzie liczebność mikroorganizmów 
może osiągać wartości nawet od 10 do 100 razy wyższe w porównaniu z glebą 
pozakorzeniową (Bakker i in., 2013). Istotnym aspektem wpływającym na taki stan rzeczy 
jest nierównomierne rozmieszczenie substancji odżywczych, a także lokalne zmiany 
odczynu gleby czy jej wilgotności. Różnice w wymienionych cechach mogą występować 
także w określonej skali czasowej, np. w związku ze zmieniającą się pogodą czy porami 
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roku. Fakt ten znacznie utrudnia pobranie reprezentatywnych próbek środowiskowych, 
których jednostkowa ilość przeważnie mieści się w zakresie 0,25 – 10 gramów gleby,  
w zależności od wykonywanej analizy (Lombard i in., 2011). Dodatkowym problemem jest 
ekstrakcja kwasów nukleinowych, które silnie wiążą się z frakcją gliniastą gleb. Ponadto, 
obecne w glebie inhibitory PCR, w niektórych przypadkach zmuszają do podejmowania 
kroków mających na celu oczyszczenie próby, co może prowadzić do zafałszowania 
wyników (Martin-Laurent i in., 2001). Podobnie jak w przypadku markerów molekularnych, 
jakość analizy opartej o markery biochemiczne, na przykład PLFA, także zależy od 
zastosowanej metody ekstrakcji, wpływając na wyniki biomasy oraz profile (Macnaughton 
i in., 1997; Frostegård i in., 2011). 
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2. Cel pracy 
 
Pomimo wieloletnich badań, bioróżnorodność zespołów mikroorganizmów 
związanych z korzeniami metalofitów w glebach zanieczyszczonych metalami ciężkimi,  
a także zależności występujące pomiędzy mikroorganizmami, roślinami i glebą, wciąż 
pozostają słabo poznane. Obecność wydzielin korzeniowych, a także fizyko-chemiczne 
parametry gleby, takie jak odczyn, wilgotność, zawartość materii organicznej oraz metale 
ciężkie, mogą być czynnikami kształtującymi zespoły mikroorganizmów ryzosferowych. 
Zależności między tymi parametrami i ich wpływ na bioróżnorodność zespołów 
mikroorganizmów, wymagają dalszych badań.  
Celem pracy była ocena liczebności, aktywności, a także bioróżnorodności 
strukturalnej, funkcjonalnej i genetycznej zespołów mikroorganizmów, związanych  
z ryzosferą metalofitów Arabidopsis arenosa, Arabidopsis halleri, Deschampsia caespitosa, 
Silene vulgaris, a także w glebie pozakorzeniowej, na trzech wybranych obszarach Górnego 
Śląska, obejmujących okolice Piekar Śląskich oraz Miasteczka Śląskiego. W badaniach 
zastosowano metody hodowli płytkowych oraz qPCR, do wyznaczenia liczebności bakterii. 
Aktywność mikroorganizmów glebowych wyznaczono z wykorzystaniem hydrolizy 
dwuoctanu fluoresceiny, natomiast bioróżnorodność strukturalną i funkcjonalną zespołów 
mikroorganizmów wyznaczono odpowiednio na podstawie analizy fosfolipidowych 
kwasów tłuszczowych (PLFA) oraz BIOLOG-CLPP. Dodatkowo, wykonano analizy 
bioróżnorodności genetycznej w oparciu o metodę PCR-DGGE, a także zbadano skład 
metabolitów glebowych z wykorzystaniem techniki HPLC-MS.  
W celu ustalenia wpływu rośliny oraz właściwości gleby na badane parametry 
zespołów mikroorganizmów, zastosowano dwuczynnikowe analizy statystyczne, 
uwzględniające zarówno czynnik pochodzenia gleby (ryzosfera poszczególnych 
metalofitów, gleba pozakorzeniowa), jak i miejsce zbioru próbek gleby (trzy wybrane 
poletka doświadczalne). Przeprowadzono także wielowymiarowe kanoniczne analizy 
korespondencji oraz analizy korelacji, które pozwoliły na skorelowanie wybranych 
parametrów mikrobiologicznych z parametrami fizykochemicznymi badanych gleb, a także 
umożliwiły ocenę zależności pomiędzy indywidualnymi parametrami mikrobiologicznymi. 
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3. Materiały i metody 
3.1. Materiał 
 
Materiał stanowiły próbki gleby ryzosferowej Arabidopsis arenosa (AA), 
Arabidopsis halleri (AH), Deschampsia caespitosa (DC), Silene vulgaris (SV) oraz gleby 
pozakorzeniowe (GP), które pobrano w obrębie trzech skażonych metalami ciężkimi 
poletek. Pierwsze z nich stanowiło obszar znajdujący się w bezpośrednim sąsiedztwie 
starego, ponad 50-letniego, zwałowiska pohutniczego w Piekarach Śląskich-Brzozowicach 
(poletko P - 50°22′02,8′′N 18°58′19,2′′E). Dwa kolejne położone były odpowiednio 2 km na 
północny-wschód (poletko N - 50°30′48,2′′N 18°56′47,1′′E) oraz 2 km na zachód (poletko 
W - 50°30′20,7′′N 18°53′37,1′′E) od obiektu Huta Cynku w Miasteczku Śląskim. Wybór 
miejsc poboru próbek nie był przypadkowy i wynikał z genezy zanieczyszczenia metalami 
każdego z poletek. Poletko P narażone było przede wszystkim na spływ powierzchniowy  
z wierzchowiny oraz stoku zwałowiska zawierającego spieczony materiał pohutniczy. 
Materiał ten, wraz z zawartymi w nim metalami, ulegał erozji pod wpływem czynników 
atmosferycznych, a uwolnione związki mineralne ulegały wmywaniu w glebę, 
przyczyniając się do nagromadzenia znacznej ilości metali na wybranym do badań terenie 
(Fot. 1A, B). Poletko N narażone było na długotrwały opad materiału pylastego niesionego 
wraz z wiatrami wiejącymi z kierunku zachodniego (dominującego dla wyznaczonego 
obszaru) (Fot. 2A, B). Z kolei ostatnie z wyznaczonych poletek, poletko W, znajdowało się 
w bezpośrednim sąsiedztwie cieku wodnego Woda Graniczna. Ciek ten przepływał także 
bezpośrednio obok huty cynku (Fot. 3A, B). Każde z wyznaczonych poletek narażone było 
na wieloletni kontakt z metalami ciężkimi. 
W celu uniknięcia zmienności generowanej przez upływ czasu i zmienne warunki 
atmosferyczne, wszystkie próby pobrane zostały w tym samym dniu. Glebę ryzosferową 
uzyskiwano z monolitów glebowych, bloków o średnicy 15 i głębokości do 10 cm, 
pobieranych wraz z korzeniami wybranych gatunków roślin. Podobne monolity pobierano 
także dla gleby pozakorzeniowej. Próby pobierano w 3 losowych powtórzeniach na obszarze 
do 25 m2 dla każdego rodzaju próby. W momencie pobierania próbek wszystkie rośliny 
znajdowały się w fazie kwitnienia. Otrzymane w terenie monobloki przewożono do 
laboratorium. Próby zawierające korzenie roślin otrząsano z luźnej gleby, a ryzosferę 
izolowano mechanicznie sterylną szczoteczką i zbierano do sterylnego naczynia.  
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A. 
 
B. 
 
 
Fot. 1. A: Zdjęcie poglądowe poletka P – Piekary Śląskie-Brzozowice; B: Widok na poletko P  
z wierzchowiny zwałowiska pohutniczego 
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A. 
 
B. 
 
 
Fot. 2. A: Zdjęcie poglądowe poletka N – Miasteczko Śląskie; B: Widok z poletka N na hutę 
cynku „Miasteczko Śląskie”  
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A. 
 
B. 
 
 
Fot. 3. A, B: Zdjęcia poglądowe poletka W – Miasteczko Śląskie, Woda Graniczna, wraz z ciekiem 
wodnym 
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Przed przystąpieniem do dalszych analiz, próbki ryzosfery oraz gleby pozakorzeniowej 
przesiewano przez sito 2 mm w celu usunięcia fragmentów roślin i żwiru. Próby 
przechowywano do analizy w stanie zamrożonym w -20°C. 
3.2. Analizy fizykochemiczne 
3.2.1. Określenie odczynu gleb i przewodnictwa glebowego 
 
Celem wyznaczenia odczynu gleby, próby zawieszano w wodzie destylowanej  
(pH 7) w stosunku 1:5. Zawiesiny pozostawiono na 24 godziny, po czym wykonano pomiary 
odczynu zawiesiny glebowej przy użyciu pH-metru typu Hanna HI 98129 (ISO 10390). 
Równolegle, elektrodą konduktometryczną, dokonywano pomiaru przewodnictwa gleby 
(ISO 11265). Urządzenia pomiarowe kalibrowano przed pomiarami. 
3.2.2. Oznaczenie wilgotności gleby 
 
Wilgotność badanych prób wyznaczono zgodnie z normą ISO 16586, poprzez 
pomiar masy przed i po suszeniu w temperaturze 105°C. Różnica w ubytku masy 
równoważna była zawartości wody w badanym materiale. 
3.2.3. Oznaczenie zawartości materii organicznej 
 
Ilość materii organicznej wyznaczano w oparciu o metodę spopielania (ang. LOI - 
Loss On Ignition). 2 g materiału umieszczono w tyglach, następnie prażono przez 5 h  
w piecu muflowym w temperaturze 450°C (EN 13039:2000). Ubytek masy równoważny był 
zawartości całkowitej materii organicznej w badanych próbach.   
3.2.4. Oznaczenie zawartości całkowitej i wymywalnej frakcji metali  
 
Zawartość cynku, kadmu, niklu oraz miedzi frakcji całkowitej wyznaczono metodą 
atomowej spektrometrii emisyjnej z plazmą wzbudzoną indukcyjnie (ICP-OES) (Thermo 
Fisher Scientific, MA, USA). Przed wykonaniem oznaczeń, 1 g próbki gleby poddawano 
wstępnej mineralizacji z wodą królewską i przesączano, zgodnie z normą PN-EN 
13657:2006. 
W celu wyznaczenia zawartości frakcji biodostępnej metali, 5 g uprzednio 
wysuszonej gleby, zawieszono w 0,01 M CaCl2 i wytrząsano przez 2 godziny przy 120 rpm, 
zgodnie z normą PN-EN 12457-2:2006. Zawiesinę sączono i następnie poddawano analizie 
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wykorzystując atomową spektroskopię absorpcyjną (AAS) (939 Solar, Unicam, Wielka 
Brytania). 
3.2.5. Określenie składu granulometrycznego 
 
Oznaczenia składu granulometrycznego wykonano metodą areometryczną, zgodnie  
z normą PN-R-04032:1998. Metoda ta wykorzystuje pomiar zmian gęstości zawiesiny gleby 
w wodzie destylowanej w określonym czasie, obejmującym sedymentację cząstek. 
Wytrząsane z węglanem sodu zawiesiny glebowe umieszczano w szklanych cylindrach  
o pojemności 1000 cm3 z areometrem Prószyńskiego. Na podstawie odczytów ze skali 
areometru, obliczany był udział procentowy frakcji piasku (2 – 0,05 mm), pyłu (0,05 – 0,002 
mm) oraz iłów (<0,002 mm). Grupę granulometryczną określono zgodnie z PN-R- 
04033:1998.  
 
3.3. Analizy biologiczne 
3.3.1. Liczebność mikroorganizmów – frakcja hodowalna 
 
Oznaczenia liczebności hodowalnej frakcji mikroorganizmów wykonano na 
podłożach stałych. 10 g gleby zawieszono w 90 ml sterylnego roztworu soli fizjologicznej 
(0,85% NaCl) i wytrząsano przez 1 godzinę (120 rpm). Po tym czasie z zawiesiny roztworu 
glebowego wykonywano szereg rozcieńczeń i posiewano metodą płytek tartych po 0,1 ml 
na odpowiednie podłoża. Płytki inkubowano przez 7 dni w temperaturze 28°C, po czym 
zliczono wyrosłe kolonie. Liczebność mikroorganizmów przedstawiono w postaci log × JTK 
× g s. m. g.-1, gdzie JTK oznacza liczbę jednostek zdolnych do tworzenia kolonii. 
3.3.1.1. Ogólna liczebność bakterii 
 
Do wyznaczenia liczebności hodowalnej frakcji ogólnej bakterii, wykorzystano 10% bulion 
tryptonowo-sojowy (ang. Trypticase Soy Broth-Agar – TSBA), o następującym składzie: 
• Hydrolizat kazeiny - 1,70 g 
• Hydrolizat sojowy - 0,30 g 
• NaCl - 0,50 g 
• K2PO4 - 0,25 g 
• Dekstroza - 0,25 g 
• Agar - 20,00 g 
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• Woda destylowana - 1000 ml 
• Nystatyna - 50 mg 
• pH 7,3 
Podłoże sterylizowano (121°C, 20 minut). Celem ograniczenia wzrostu grzybów, nystatynę 
dodawano po ostygnięciu podłoża, ze sterylizowanego mechanicznie roztworu. 
3.3.1.2. Liczebność bakterii metaloopornych 
 
Liczebność hodowalnej frakcji metaloopornej bakterii oznaczano z wykorzystaniem 
10% TSBA z dodatkiem 1,5 mM chlorku cynku, w celu wyznaczenia liczebności frakcji 
hodowalnej bakterii cynkoopornych oraz 0,5 mM chlorku kadmu, dla frakcji kadmoopornej.  
3.3.1.3. Liczebność grzybów 
 
Liczebność hodowalnej frakcji grzybów wyznaczono na podłożu PDA (agar 
dekstrozowo-ziemniaczany), o następującym składzie: 
• Ekstrakt ziemniaczany - 4,00 g 
• Dekstroza - 20,00 g 
• Agar - 20,00 g 
• Róż bengalski - 30,00 mg 
• Streptomycyna - 30,00 mg 
• Woda destylowana - 1000 ml 
• pH 5,6 
Podłoże sterylizowano (121°C, 20 minut). Celem ograniczenia wzrostu bakterii, do 
ochłodzonego podłoża dodawano  sterylizowane mechanicznie roztwory różu bengalskiego 
oraz streptomycyny.  
3.3.2. Wyznaczanie liczebności całkowitej bakterii (realtime qPCR) 
 
W celu przeprowadzenia analizy qPCR, z 0,5 g gleby izolowano DNA  
z wykorzystaniem zestawów GeneMATRIX Soil DNA Purification Kit (EURx, Polska) oraz 
MOBIO UltrClean™ Soil DNA Isolation Kit (Qiagen, Holandia), postępując zgodnie  
z załączonymi instrukcjami. Uzyskany DNA zamrażano i przechowywano w temperaturze 
-80°C. Skuteczność izolacji potwierdzano poprzez elektroforezę w żelu agarozowym. 
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W celu wyznaczenia całkowitej liczebności bakterii wykonywano reakcję PCR w czasie 
rzeczywistym (realtime qPCR) fragmentów genu kodującego 16S rRNA, z wykorzystaniem 
specyficznych starterów pE (5′-AAA CTC AAA GGA ATT GAC GG-3′) oraz pF• (5′-ACG 
AGC TGA CGA CAG CCA TG-3′).  
Z uwagi na obecne w wyizolowanym DNA inhibitory PCR, DNA przed wykonaniem reakcji 
qPCR rozcieńczano 5, 10, 50 i 100-krotnie. Po wykonanej reakcji i analizie wyników, 
wartości korygowano względem zastosowanego rozcieńczenia. Reakcję qPCR 
przeprowadzano w następującej mieszaninie reakcyjnej:   
• 0,2 mM dNTPs (Promega, WI, USA) 
• 0,2 µM każdego ze starterów (Sigma-Aldrich, MO, USA) 
• 0,2 µl odpowiednich rozcieńczeń DNA 
• 20 µl mieszaniny reakcyjnej SYBRGreen I Master (Roche Diagnostics, Szwajcaria) 
Amplifikację prowadzono w urządzeniu LightCycler® 96 (Roche Diagnostics, Szwajcaria). 
Obejmowała ona etapy: 
• Początkowa denaturacja (94°C, 10 min) 
30 cykli: 
• Denaturacja (94°C, 10 sek) 
• Przyłączenia starterów (57°C, 20 sek)  
• Wydłużanie (72°C, 20 sek)  
Wyniki odczytywano w oprogramowaniu LightCycler® 96 (Roche Diagnostics, Szwajcaria) 
Oznaczanie ilości kopii genów 16S rDNA w badanych próbkach dokonywano na podstawie 
porównania z krzywą namnażania standardu 16S rDNA (produkt reakcji PCR wklonowany 
w wektor pTZ57R/T). Uzyskane liczebności kopii genów 16S rDNA przeliczano na 
odpowiadającą im liczbę komórek bakterii poprzez podzielenie przez stałą wartość 4,2, która 
odpowiada średniej liczbie kopii genów 16S rDNA w genomach bakterii (Case i in. 2007). 
3.3.3. Analiza bioróżnorodności strukturalnej 
 
Bioróżnorodność strukturalną wyznaczono z wykorzystaniem analizy 
fosfolipidowych kwasów tłuszczowych (ang. Phospholipid Fatty Acid – PLFA), 
izolowanych bezpośrednio z gleby, w oparciu o zmodyfikowaną metodę zaproponowaną 
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przez Frostegård i in. (1991). 2 g gleby umieszczano w szklanych naczynkach o pojemności 
40 ml z teflonowym korkiem, dodawano 9,2 ml mieszaniny ekstrakcyjnej zawierającej 
metanol, chloroform oraz 1 M kwas cytrynowy (2:1:0,8 v/v) i mieszano na mieszadle 
obrotowym przez 16 godzin w temperaturze pokojowej. Po inkubacji, próbki wirowano 
(2000 × g, 10 min.), a oddzielony od cząstek gleby supernatant (9 ml) dekantowano do 
szklanych naczynek. W celu ekstrakcji fazy organicznej zawierającej lipidy, do próbek 
dodawano 2,5 ml chloroformu oraz 2,5 ml 1 M kwasu cytrynowego. Następnie próbki 
worteksowano i pozostawiono celem rozdzielenia się faz (4°C, 16 h). Po tym okresie dolną 
fazę (organiczną) przenoszono do nowych naczynek i suszono w strumieniu azotu. Osad 
rozpuszczano w 200 µl chloroformu, worteksowano i przenoszono na uprzednio 
zaktywowane 5 ml chloroformu, krzemionkowe kolumny do frakcjonowania (SupelcleanTM 
LC-Si SPE, Supelco) o pojemności 3 ml. Kolumienki z naniesionymi próbkami przemywano 
kolejno 6 ml chloroformu (wymycie lipidów neutralnych) oraz 12 ml acetonu (wymycie 
glikolipidów). Następnie kolumienki przemywano 6 ml metanolu, a przesącz odbierano do 
kolejnych naczynek i suszono w strumieniu azotu. Uzyskaną w ten sposób frakcję 
fosfolipidową poddawano derywatyzacji wprowadzając grupy metylowe, co umożliwia 
detekcję fosfolipidów w systemie chromatografii gazowej. Do każdej z próbek 
wprowadzano standard wewnętrzny ester metylowy nonadekanu (19:0), w ilości 5 µg  
w heksanie. Następnie ekstrakty rozpuszczano poprzez wprowadzenie 1 ml mieszaniny 
toluenu z metanolem (1:1 v/v), dodawano mieszaninę 1 ml 0,2 M KOH w metanolu  
i inkubowano w łaźni wodnej o temperaturze 37°C przez okres 15 minut. Po inkubacji, do 
próbek dodawano 2 ml mieszaniny zawierającej heksan i chloroform (4:1 v/v), 0,3 ml 1 M 
kwasu octowego celem zatrzymania procesu metylacji oraz 2 ml wody dejonizowanej  
i wirowano w celu ponownego rozdzielenia fazy organicznej od fazy wodnej (2000 × g, 10 
minut). Górną fazę (organiczną) odbierano do nowych naczynek i suszono w strumieniu 
azotu, w temperaturze pokojowej. Przed analizą chromatograficzną, próbki rozpuszczano  
w 100 µl heksanu i umieszczano w naczynkach chromatograficznych. Identyfikację kwasów 
tłuszczowych prowadzono z wykorzystaniem chromatografu gazowego Agilent 7820A,  
z kolumną kapilarną Agilent HP-Ultra 2 i wodorem jako gazem nośnym. Zmetylowane 
pochodne fosfolipidów były wykrywane z zastosowaniem destrukcyjnego detektora 
płomieniowo-jonizacyjnego (ang. Flame Ionisation Detector – FID) oraz identyfikowane  
z wykorzystaniem oprogramowania MIDI-MIS (ang. Microbial Identification System) i bazy 
danych Sherlock TSBA6 (MIDI Inc., Newark, DE, USA). Analiza ilościowa fosfolipidów 
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prowadzona była w oparciu o standard wewnętrzny. Całkowitą biomasę PLFA dla każdej  
z próbek, obliczano poprzez sumowanie biomasy wszystkich fosfolipidowych kwasów 
tłuszczowych zawartych w profilach. W celu charakterystyki bioróżnorodności strukturalnej 
zespołów mikroorganizmów w glebie, wykorzystano biomasę fosfolipidowych kwasów 
tłuszczowych, będących markerami biochemicznymi bakterii Gram-dodatnich (i15:0, a15:0, 
i16:0, i17:0, a17:0), Gram-ujemnych (16:1ω7t, 18:1ω7, cy19:0, cy17:0), promieniowców 
(10Me17:0,  10Me18:0) oraz grzybów (18:2ω6 ). 
3.3.4. Analiza bioróżnorodności genetycznej (PCR-DGGE) 
 
Izolację DNA w celu przeprowadzenia analizy PCR-DGGE prowadzono  
z wykorzystaniem zestawu GeneMATRIX Soil DNA Purification Kit (EURx, Polska), 
zgodnie z zaleceniami producenta. Wyizolowany DNA, do analizy przechowywano  
w temperaturze -80°C. 
Fragment regionu V3 genu kodującego bakteryjny 16S rRNA amplifikowano  
z wykorzystaniem starterów F338 (5′-ACTCCTACGGGAGGCAGC AG-3) oraz R518 (5′-
ATTACCGCGGCTGCTGG-3′). Startery F zaopatrzone były w zawierającą 40 par zasad 
klamrę GC, umieszczoną od końca 5’. Reakcję PCR przeprowadzano z zastosowaniem 
następującej mieszaniny reakcyjnej:   
• 1x Flexi Bufor GoTaq (Promega, WI, USA) 
• 2 mM MgCl2  
• 0,2 mM dNTPs (Promega, WI, USA) 
• 0,5 µM każdego ze starterów (Sigma-Aldrich, MO, USA) 
• 0,2 µg DNA 
• 1,5 U/µL polimerazy DNA GoTaq (Promega, WI, USA) 
Amplifikację prowadzono w termocyklerze PTC-118 (Bio-Rad, CA, USA).  
Obejmowała ona etapy:  
• Początkowa denaturacja (95°C, 10 min) 
30 cykli: 
• Denaturacja (95°C, 1 min) 
• Przyłączenie starterów (53°C, 1 min)  
• Wydłużanie (72°C, 2 min)  
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• Końcowe wydłużanie (72°C, 12 min).  
Produkty amplifikacji oczyszczano z zastosowaniem zestawu QIAquick PCR Puriﬁcation 
Kit (Qiagen, USA), zgodnie z wytycznymi producenta.  
Produkty PCR rozdzielano w 8% (w/v) żelu poliakrylamidowym (37,5:1 akrylamid:bis-
akrylamid) wykorzystując gradient liniowy mieszaniny mocznika i formamidu od 40 do 
70%. Żele poddawano elektroforezie w aparacie DCode Mutation Detection System (Bio-
Rad, USA) w buforze 1×TAE, z napięciem 80 V, przez 14 h w temperaturze 60°C. Po 
elektroforezie żele barwiono bromkiem etydyny (0,5 mg ml-1) i fotografowano w systemie 
do dokumentacji żeli ChemiDocTM MP (Bio-Rad, USA). W celu wyznaczenia podobieństw 
i różnic między zespołami mikroorganizmów na podstawie uzyskanego wzoru prążkowego, 
żele analizowano w oprogramowaniu BioNumerics 7.5 (AppliedMath, Belgia). 
Dendrogramy filogenetyczne opracowano w oparciu o obecność/brak oraz intensywność 
świecenia prążków, z wykorzystaniem współczynnika Dice i metody UPGMA (ang. 
Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic averages). Dla profili DGGE wyznaczano 
indeksy bioróżnorodności: Shannona-Wienera (H’), indeks bogactwa, richness (Rs) oraz 
indeks równości, evenness (Eh). Indeksy H’ oraz Eh obliczono zgodnie z równaniami:  
H’ = –∑pi(lnpi) i Eh = H’/Hmax = H’/lnRs, gdzie pi odpowiada stosunkowi pomiędzy 
intensywnością świecenia określonego prążka względem wszystkich prążków, natomiast Rs 
odpowiada całkowitej ilości prążków otrzymanych w wyniku elektroforezy danej próbki. 
3.3.5. Aktywność enzymatyczna 
 
Badania ogólnej aktywności enzymatycznej gleb przeprowadzono z wykorzystaniem 
spektrofotometrycznego oznaczenia stężenia fluoresceiny uwolnionej w wyniku hydrolizy 
dwuoctanu fluoresceiny (FDA) (Adam i Duncan, 2001). 2 g z badanych prób gleby 
umieszczono w kolbach o pojemności 50 ml, do których dodawano 15 ml 60 mM buforu 
fosforanowego o następującym składzie:  
• K2HPO4    8,7 g 
• KH2PO4    1,3 g 
• Woda destylowana           1000 ml 
• pH 7,6 
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Następnie do badanych prób dodano 0,2 ml roztworu dwuoctanu fluoresceiny w acetonie 
(100 mg ml-1) i inkubowano z wytrząsaniem (10 minut, 100 rpm) w temperaturze 30°C. Po 
inkubacji do prób dodano 15 ml mieszaniny chloroformu z metanolem (2:1 v/v) w celu 
zatrzymania reakcji enzymatycznej. Kolejno, próby odwirowywano przez 3 minuty (2000 × 
g) oraz sączono przez bibułę filtracyjną w celu oddzielenia cząstek stałych od supernatantu. 
Fluoresceinę zawartą w supernatancie mierzono spektrofotometrycznie (Thermo 
Spectronics, 490 nm) w obecności prób bez dodatku dwuoctanu fluoresceiny. Stężenie 
fluoresceiny wyznaczono w oparciu o krzywą wzorcową z zastosowaniem roztworów  
o stężeniu 0, 1, 2, 3, 4 i 5 µg ml-1 w buforze fosforanowym. Aktywność enzymatyczną 
(FDHA) w badanych glebach wyrażono w jednostkach: µg fluoresceiny × g s. m. g -1.× 20 
min-1 (Adam i Duncan, 2001). 
3.3.6. Analiza bioróżnorodności funkcjonalnej 
 
Bioróżnorodność funkcjonalną wyznaczono w oparciu o badanie aktywności 
metabolicznej zespołów mikroorganizmów (ang. Community-Level Physiological Profiles – 
CLPP), z wykorzystaniem 96-dołkowych mikropłytek BIOLOG EcoPlates™ (BIOLOG 
Inc., CA, USA). Mikropłytki te zawierają 31 źródeł węgla i azotu w 3 powtórzeniach.  
O metabolizowaniu danego związku świadczyła zmiana zabarwienia dołka, związana  
z redukcją tetrazoliny do barwnego formazanu. Pomiaru zabarwienia dołków dokonywano 
spektrofotometrycznie podczas inkubacji płytek, w równych odstępach czasowych. W celu 
wykonania analizy, 10 g gleby wytrząsano w 90 ml sterylnej soli fizjologicznej (0,85%) 
przez 2 godziny. Po tym czasie, do każdej studzienki mikropłytki wprowadzano 120 µl 
zawiesiny glebowej i umieszczono w inkubatorze (24°C, 7 dni). Odczytów dokonywano co 
12 godzin z zastosowaniem spektrofotometru Elx808 przy długości fali 590 nm (BioTek, 
VT, USA). Pomiary korygowano względem studzienki kontrolnej, zawierającej wodę oraz 
względem pierwszego odczytu (T0), celem eliminacji absorbancji tła. Profile rozkładu 
związków przez zespoły mikroorganizmów badanych próbek (CLPP), wyznaczano 
względem punktu czasowego odpowiadającego 84. godzinie, który okazał się 
najodpowiedniejszy do przeprowadzenia analizy porównawczej. CLPP obliczano poprzez 
wyznaczenie krzywej metabolizowania każdego z substratów wzrostowych (poziom 
zabarwienia dołka w czasie – ODi) a następnie wyznaczenia pola powierzchni pod krzywą 
(ang. Area Under Curve – AUC), odpowiadającego właściwej aktywności metabolicznej 
względem indywidualnych substratów. Profile AUC wszystkich 31 substratów odpowiadały 
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profilom CLPP. Dodatkowo, dokonano obliczenia indeksów: bioróżnorodności Shannona-
Wienera (H’), indeksu bogactwa (richness – Rs), odpowiadającego ilości substratów  
w profilach oraz indeksu równości (evenness – Eh ). Indeksy H’ oraz Eh obliczono zgodnie 
z równaniami: H’ = –∑pi(lnpi) i Eh = H’/Hmax = H’/lnRs, gdzie pi odpowiada stosunkowi 
powierzchni pod krzywą dla danego substratu, względem sumy AUC wszystkich 
substratów, natomiast Rs odpowiada całkowitej ilości substratów metabolizowanych  
w danej próbce. 
3.3.7. Analizy metabolomiczne 
 
W celu izolacji metabolitów z gleby, 200 mg próbek gleby umieszczano w 2 ml 
probówkach. Do każdej z nich wprowadzano stalową kulkę celem rozbicia konglomeratów 
gleby i homogenizowano w młynie oscylacyjnym (10 minut, 120 rpm). Homogenaty 
glebowe przenoszono na lód i dodawano 1 ml roztworu zawierającego chloroform, metanol 
oraz wodę millipore (1:2,5:1 v/v). Następnie próbki worteksowano aż do dokładnego 
wymieszania i wirowano przy 5000 × g przez 3 minuty. Po wirowaniu, supernatant 
przenoszono do czystych probówek i dodawano 0,5 ml sterylnej wody millipore. Próbki 
worteksowano aż do uzyskania homogennej mieszaniny, po czym ponownie wirowano przy 
5000 × g przez 3 minuty w celu rozdzielenia mieszaniny na fazę polarną (górną) oraz 
niepolarną (dolną). Po wirowaniu, fazy rozdzielano do osobnych probówek i suszono 
wykorzystując suszarkę próżniową SpeedVac® (Thermo Scientific, MA, USA). Próby do 
analizy przechowywano w -80°C. Przed analizą próbki rozpuszczano w 300 µl 75% 
metanolu. Następnie 20 µl roztworu przenoszono do naczynek chromatograficznych  
i uzupełniano do 200 µl 75% metanolem. Tak przygotowane rozcieńczenia umieszczano  
w autosamplerze o temperaturze 15°C. 20 µl każdej próbki nastrzykiwano na kolumnę 
chromatograficzną w gradiencie wody (70%) i metanolu (30%) o przepływie 60 µl/min  
w systemie chromatografii cieczowej Surveyor (Thermo Scientific, MA, USA). Dane 
skanowano w czterech zakresach (15–110 m/z, 100–220 m/z, 210–510 m/z, 500–1,200 m/z) 
wykorzystując spektrometr masowy LTQ-LIT (Thermo Electron Corporation, CA, USA). 
Wartości m/z normalizowano jako procent udziału w całości profili HPLC-MS i wstępnie 
analizowano w oprogramowaniu Pychem w celu wykonania wielowymiarowej analizy PCA 
(Jarvis i in., 2006). 10 najważniejszych zmiennych (potencjalnych metabolitów) poddawano 
dalszym oznaczeniom i analizom statystycznym.  
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Dodatkowo, wybrane próbki analizowano z wykorzystaniem metody FT-ICR-MS 
(ang. targeted nano-flow Fourier Transform-Ion Cyclotron Resonance Ultra-Mass-
Spectrometry) w urządzeniu TriVersa NanoMate (Advion BioSciences Ltd, NY, USA) ze 
spektrometrem masowym LTQ-FT-ULTRA (Thermo Scientific, CA, USA). Otrzymane  
w ten sposób precyzyjne wartości m/z (na poziomie 1 ppm), porównywano  
z wykorzystaniem bazy danych KEGG (http://www.genome.jp/kegg/) oraz DIMEdb 
(http://dimedb.ibers.aber.ac.uk/), celem identyfikacji odpowiadających danym masom 
metabolitów. 
 
3.3.8. Analizy statystyczne 
 
Dla wszystkich otrzymanych parametrów fizykochemicznych oraz biologicznych, 
przeprowadzono analizy statystyczne mające na celu wskazanie istotnych różnic między 
badanymi próbami. Oznaczenia statystyczne obejmowały wykonanie testu 2-czynnikowej 
analizy wariancji (ANOVA). Pierwszy czynnik stanowił charakter gleby, nawiązujący do jej 
pochodzenia z ryzosfery A. arenosa, A. helleri, D. caespitosa, S. vulgaris oraz gleby 
pozakorzeniowej. Drugim czynnikiem było miejsce zbioru próbek – poletka P, N oraz W. 
W analizie zastosowano test post-hoc najmniejszych istotnych różnic (NIR). 2-czynnikową 
analizę wariancji wykorzystano także w celu obliczenia procentowego udziału wpływu 
każdego z czynników (charakteru gleby, miejsca zbioru gleby i interakcji tych czynników) 
na całkowitą obserwowaną zmienność w każdym parametrze fizykochemicznym  
i biologicznym. Obliczeń tych dokonano na podstawie wartości sumy kwadratów każdego  
z czynników i ich interakcji. Analizy wariancji wykonano w programie Statistica 13.1 (Dell 
Inc, OK, USA, Statsoft Polska).  
Dodatkowo, profile PLFA, CLPP oraz HPLC-MS poddawano kanonicznej analizie 
korespondencji (ang. Canonical Correspondence Analysis – CCA), będącej typem 
wielowymiarowej analizy danych. Analizy te pozwoliły na porównanie badanych zespołów 
mikroorganizmów glebowych na podstawie standaryzowanych profili PLFA, CLPP  
i HPLC-MS, na tle fizykochemicznych parametrów gleby. Analizy te wykonano  
w oprogramowaniu Past 3 (Hammer i in., 2009).
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4. Wyniki 
4.1. Parametry fizykochemiczne gleb 
 
Badane gleby różniły się znacznie pod względem wartości parametrów 
fizykochemicznych, takich jak odczyn, przewodnictwo glebowe, wilgotność oraz zawartość 
materii organicznej (Tab. 1). Próby pobrane na poletku W miały odczyn zbliżony do 
obojętnego lub lekko zasadowy, obejmując zakresy pH od ok. 6,9 w ryzosferze A. halleri, 
do ok. 7,8 w ryzosferze S. vulgaris. W przypadku próbek pobranych na poletku P, uzyskane 
zakresy odczynu gleby były wąskie i obejmowały wartości pH od 6,84 (gleba 
pozakorzeniowa) do 7,04 (ryzosfera S. vulgaris). Najniższe wartości odczynu 
zarejestrowano w próbkach gleb pobranych na poletku N, gdzie zakres pH obejmował 
wartości od 4,60 w ryzosferze D. caespitosa, do 6,14 w ryzosferze A. arenosa (Tab. 1). 
Bardzo zróżnicowana była także zawartość wody w poszczególnych próbkach. Najwyższą 
średnią wilgotnością charakteryzowały się próbki gleby ryzosferowej D. caespitosa oraz  
A. halleri, zebrane na poletku N, odpowiednio 32% i 26%. Zaledwie 3% wilgotności 
oznaczono w próbkach ryzosfery S. vulgaris, zebranej na poletku W (Tab. 1).  
 
Tabela 1. Parametry fizykochemiczne badanych gleb 
Gleba Poletko 
Odczyn  
[pH] 
Przewodnictwo  
[µS] 
Wilgotność  
[%] 
Materia 
organiczna 
[%] 
Ryzosfera 
A. arenosa 
P 6,50 ± 0,20d 169 ± 3,61de 11,25 ± 1,86f 7,25 ± 2,22ef 
N 6,14 ± 0,18e 142 ± 9,54g 10,40 ± 1,62f 10,03 ± 1,96cde 
W 7,13 ± 0,13b 575 ± 15,04a 20,72 ± 2,14c 10,39 ± 1,41cd 
Ryzosfera 
A. halleri 
P 7,04 ± 0,17ab 165 ± 13,00ef 16,75 ± 1,17d 11,50 ± 0,49c 
N 5,16 ± 0,15f 215 ± 15,72c 26,06 ± 4,42b 15,81 ± 2,63b 
W 6,93 ± 0,10ab 190 ± 10,54d 13,10 ± 0,59ef 8,20 ± 2,00de 
Ryzosfera 
D. caespitosa 
P 6,91 ± 0,28ab 143 ± 22,48fg 15,19 ± 2,05de 8,93 ± 1,92cde 
N 4,60 ± 0,16g 161 ± 6,11efg 32,06 ± 3,51a 20,90 ± 3,43a 
W 7,14 ± 0,11b 591 ± 10,60a 20,72 ± 2,61c 9,12 ± 1,09cde 
Ryzosfera  
S. vulgaris 
P 7,04 ± 0,16ab 144 ± 13,05fg 16,14 ± 1,12de 9,69 ± 0,77cde 
N 6,28 ± 0,18de 74 ± 4,16i 3,99 ± 0,87g 3,57 ± 0,96g 
W 7,78 ± 0,22a 99 ± 9,07h 2,92 ± 1,07g 2,02 ± 0,19g 
Gleba 
pozakorzeniowa 
P 6,84 ± 0,07c 151 ± 12,58efg 23,84 ± 3,25bc 14,59 ± 1,23b 
N 5,27 ± 0,04f 98 ± 3,79h 10,23 ± 1,26f 4,63 ± 1,37fg 
W 7,01 ± 0,12ab 371 ± 29,09b 13,12 ± 0,90ef 4,64 ± 0,43fg 
Dane przedstawiają wartości średnie oraz odchylenia standardowe uzyskane z trzech powtórzeń 
biologicznych; znaki w indeksie górnym przy wartościach reprezentują wynik testu post-hoc dla 
analizy 2-czynnikowej ANOVA (NIR, interakcja 2 czynników; P < 0,05) 
 
Podobne zróżnicowanie zanotowano dla zawartości materii organicznej w badanych 
próbach. Około 20% materii organicznej zawierały próbki ryzosfery D. caespitosa zebrane 
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na poletku N, a tylko 2% ryzosfery S. vulgaris, zebrane na poletku W (Tab. 1). Najwyższe 
średnie wartości przewodnictwa glebowego stwierdzono w próbkach ryzosfery  
D. caespitosa, A. arenosa oraz gleby pozakorzeniowej, pobranych z poletka W. Wynosiły 
one odpowiednio 591, 575 oraz 371 µS. Najniższe wartości przewodnictwa glebowego, 
zaledwie 74 µS, cechowały próbki ryzosfery S. vulgaris zebrane z poletka N (Tab. 1). 
Wszystkie zebrane gleby zawierały znaczne stężenia cynku oraz kadmu, zarówno 
frakcji całkowitej, jak i biodostępnej, wymywalnej 0,05 M CaCl2. W przypadku frakcji 
całkowitej cynku, średnie jego stężenia mieściły się w zakresie od 38594 do 2572 mg kg-1 s. 
m. g., odpowiednio dla prób gleby pozakorzeniowej z poletka P oraz ryzosfery  
D. caespitosa, pobranej na poletku N (Tab. 2). Z kolei najwyższe stężenia całkowitej frakcji 
kadmu, obserwowano w glebie pozakorzeniowej i ryzosferze A. arenosa oraz D. caespitosa 
pobranych na poletku W. Stężenia kadmu wynosiły w tych próbkach odpowiednio 6021, 
5682 oraz 5732 mg kg-1 s. m. g. Natomiast najniższe stężenia frakcji całkowitej kadmu, 
średnio 77 mg kg-1 s. m. g. oznaczono w glebie pozakorzeniowej, pochodzącej z poletka N. 
W przypadku frakcji całkowitej miedzi, uzyskane wartości były niższe od jednego, do 
dwóch rzędów wielkości w porównaniu do innych metali i średnio mieściły się w przedziale 
69-424 mg kg-1 s. m. g (Tab. 2).   
W przypadku frakcji wymywalnych (biodostępnych), najwyższe stężenia cynku, 
średnio 700,24 mg kg-1 s. m. g., oznaczono w próbach gleby pozakorzeniowej pobranych na 
poletku P oraz 578,14 mg kg-1 s. m. g., w przypadku próbek ryzosfery A. halleri, 
pochodzących z poletka N (Tab. 3). Najniższe wartości stężeń biodostępnej frakcji cynku 
obserwowano w próbkach gleby ryzosferowej S. vulgaris oraz D. caespitosa, pobranych na 
poletku W i wynosiły one odpowiednio 11,87 oraz 87,08 mg kg-1 s. m. g. W przypadku 
kadmu, najwyższe biodostępne stężenia tego pierwiastka, odpowiednio 102,10 i 91,10 mg 
kg-1 s. m. g., uzyskano dla próbek gleby pozakorzeniowej oraz ryzosfery A. arenosa, 
pobranych na poletku W (Tab. 3). Z kolei najniższe wymywalne stężenia tego pierwiastka, 
średnio 6,32 mg kg-1 s. m. g., stwierdzono w ryzosferze S. vulgaris pobranej z tego samego 
miejsca. W żadnej z badanych próbek, stężenie wymywalnej miedzi nie przekroczyło 
wartości 1 mg kg-1 s. m. g., osiągając maksymalnie 0,59 oraz 0,51 mg kg-1 s. m. g. w próbkach 
ryzosfery D. caespitosa i A. arenosa, zebranych na poletku W. Najmniej wymywalnej 
miedzi, średnio 0,05 mg kg-1 s. m. g. oznaczono z kolei w próbach ryzosfery D. caespitosa 
z poletka P (Tab. 3).  
Charakterystyka bioróżnorodności…  Sławomir Borymski 
Wyniki   53 
Stężenia niklu frakcji całkowitej oraz wymywalnej osiągały wartości zbyt niskie, by 
przekroczyć próg oznaczalności metody (Tab. 2, 3).  
 
Tabela 2. Całkowite stężenia pierwiastków śladowych w badanych glebach 
 
Gleba Poletko 
Zn tot 
[mg kg-1 s. m. g.] 
Cd tot 
[mg kg-1 s. m. g.] 
Cu tot 
[mg kg-1 s. m. g.] 
Ni tot 
[mg kg-1 s. m. g.] 
Ryzosfera 
A. arenosa 
P 8365 ± 570e 251 ± 21ef 69 ± 6i p.p.d. 
N 4052 ± 483f 143 ± 15f 85 ± 4hi p.p.d. 
W 31942 ± 3456b 5682 ± 715a 316 ± 30b p.p.d. 
Ryzosfera 
A. halleri 
P 28602 ± 2400b 1063 ± 188d 146 ± 2de p.p.d. 
N 5842 ± 231ef 175 ± 11f 159 ± 5d p.p.d. 
W 15969 ± 2930d 1687 ± 282bc 136 ± 4e p.p.d. 
Ryzosfera  
D. caespitosa 
P 20951 ± 2112c 762 ± 131de 93 ± 3h p.p.d. 
N 2572 ± 188f 83 ± 3f 114 ± 9fg p.p.d. 
W 29682 ± 3008b 5735 ± 809a 424 ± 13a p.p.d. 
Ryzosfera 
S. vulgaris 
P 28422 ± 3403b 1140 ± 309cd 131 ± 16ef p.p.d. 
N 3517 ± 413f 111 ± 11f 73 ± 5i p.p.d. 
W 3581 ± 179f 223 ± 12ef 98 ± 3gh p.p.d. 
Gleba 
pozakorzeniowa 
P 38594 ± 848a 1722 ± 319b 197 ± 10c p.p.d. 
N 2538 ± 89f 77 ± 4f 72 ± 8i p.p.d. 
W 29705 ± 4253b 6021 ± 412a 313 ± 18b p.p.d. 
Dane przedstawiają wartości średnie oraz odchylenia standardowe uzyskane z trzech powtórzeń 
biologicznych; p.p.d. – poniżej progu detekcji; znaki w indeksie górnym przy wartościach 
reprezentują wynik testu post-hoc dla analizy 2-czynnikowej ANOVA (NIR, interakcja 2 czynników; 
P < 0,05) 
 
Tabela 3. Wymywalne (0,05 M CaCl2) stężenia pierwiastków śladowych w badanych próbkach 
 
Gleba Poletko 
Zn bio 
[mg kg-1 s. m. g.] 
Cd bio 
[mg kg-1 s. m. g.] 
Cu bio 
[mg kg-1 s. m. g.] 
Ni bio 
[mg kg-1 s. m. g.] 
Ryzosfera  
A. arenosa 
P 350,24 ± 9,78fg 18,36 ± 2,03ef 0,14 ± 0,07de p.p.d. 
N 363,75 ± 16,04f 13,69 ± 0,91fg 0,18 ± 0,06cde p.p.d. 
W 127,44 ± 12,13i 91,10 ± 2,73b 0,51 ± 0,13a p.p.d. 
Ryzosfera 
A. halleri 
P 488,30 ± 11,12d 43,07 ± 12,2d 0,17 ± 0,06de p.p.d. 
N 578,14 ± 18,56b 23,59 ± 4,32e 0,28 ± 0,10bcd p.p.d. 
W 133,24 ± 11,30i 44,54 ± 3,54d 0,18 ± 0,11cde p.p.d. 
Ryzosfera 
D. caespitosa 
P 432,85 ± 16,52e 39,50 ± 3,70d 0,05 ± 0,06e p.p.d. 
N 475,95 ± 53,16d 18,94 ± 3,30ef 0,35 ± 0,05b p.p.d. 
W 87,08 ± 4,49j 48,23 ± 3,46d 0,59 ± 0,07a p.p.d. 
Ryzosfera  
S. vulgaris 
P 534,65 ± 19,58c 62,78 ± 10,22c 0,19 ± 0,12cde p.p.d. 
N 243,85 ± 21,26h 10,88 ± 2,53fg 0,16 ± 0,12de p.p.d. 
W 11,87 ± 2,43k 6,32 ± 1,84g 0,22 ± 0,04bcd p.p.d. 
Gleba 
pozakorzeniowa 
P 700,24 ± 52,35a 63,40 ± 7,22c 0,19 ± 0,05cde p.p.d. 
N 319,40 ± 18,24g 12,18 ± 1,44fg 0,32 ± 0,14bc p.p.d. 
W 158,54 ± 7,40i 102,10 ± 5,76a 0,32 ± 0,02bc p.p.d. 
Dane przedstawiają wartości średnie oraz odchylenia standardowe uzyskane z trzech powtórzeń 
biologicznych; p.p.d. – poniżej progu detekcji; znaki w indeksie górnym przy wartościach 
reprezentują wynik testu post-hoc dla analizy 2-czynnikowej ANOVA (NIR, interakcja 2 czynników; 
P < 0,05) 
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 Gleby pozakorzeniowe pochodzące z poszczególnych poletek zostały poddane 
analizie granulometrycznej, która pozwoliła je zakwalifikować odpowiednio do grup: gleby 
gliniastej w przypadku poletka P oraz do piasku gliniastego dla poletek zlokalizowanych  
w okolicy Miasteczka Śląskiego (poletka N i W). Pomimo przynależności do tej samej 
grupy, gleby z poletek N i W, w pewnym stopniu różniły się między sobą zawartością frakcji 
pylistej oraz ilastej (Tab. 4) 
Tabela 4. Analiza granulometryczna gleb z poszczególnych poletek 
 
Poletko 
piasek 2-0,05 mm 
[%] 
pył 0,05-0,002 mm 
[%] 
ił < 0,002 mm  
[%] 
grupa 
P 52 ± 5,2 35 ± 3,5 13 ± 1,3 glina 
N 81 ± 8,1 9 ± 0,9 10 ± 0,1 piasek gliniasty 
W 81 ± 8,1 17 ± 1,7 2 ± 0,2 piasek gliniasty 
 
4.2. Liczebność hodowalnej frakcji mikroorganizmów 
 
Ogólna liczebność hodowalnej frakcji bakterii heterotroficznych, wyznaczona na 
podłożu 10% podłoża TSBA, pokazuje wyraźny wpływ oddziaływania rośliny na liczebność 
bakterii. W większości przypadków zaobserwowano bowiem zwiększoną liczebność 
bakterii w glebach ryzosferowych, w porównaniu do gleb pozakorzeniowych (Ryc. 1). 
 
Ryc. 1. Ogólna liczebność hodowalnej frakcji bakterii heterotroficznych; AA – ryzosfera 
Arabidopsis arenosa, AH – ryzosfera Arabidopsis halleri, DC – ryzosfera Deschampsia caespitosa, 
SV – ryzosfera Silene vulgaris, GP – gleba pozakorzeniowa; P, N, W – poletka; symbole literowe 
przy słupkach oznaczają wynik post-hoc (NIR) 2-czynnikowej analizy wariancji (P < 0,05) 
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Efekt ten był szczególnie widoczny w przypadku próbek ryzosfery obu gatunków 
Arabidopsis, w których ogólna liczebność hodowalnej frakcji heterotrofów osiągała wartości 
nawet 2 rzędy wielkości wyższe dla poletka N (107 JTK g-1 s. m. g.), w porównaniu do 
liczebności tych bakterii w glebie pozakorzeniowej (105 JTK g-1 s. m. g.). Podobną tendencję 
obserwowano w  liczebności bakterii w glebach pobranych z poletek P i W. Istotne różnice 
wykazano także pomiędzy liczebnością ogólnej frakcji heterotrofów w ryzosferach 
badanych roślin. Na przykład, we wszystkich próbkach ryzosfery D. caespitosa wykazano 
liczebność mniejszą o niemal rząd wielkości w porównaniu z liczebnością bakterii  
w ryzosferze obu gatunków Arabidopsis. Z kolei w przypadku ryzosfery S. vulgaris,  
w dwóch z badanych poletek (N i W) obserwowano liczebność bakterii heterotroficznych 
na poziomie wyższym, niż w glebie pozakorzeniowej. Jednakże w przypadku poletka P, 
wartości uzyskane dla ryzosfery S. vulgaris i gleby pozakorzeniowej były zbliżone (Ryc. 1).  
2-czynnikowa analiza wariancji ogólnej liczebności hodowalnej frakcji heterotrofów 
wykazała silny efekt związany z pochodzeniem gleby (ryzosfera, gleba pozakorzeniowa), 
które odpowiadało za ponad 69% obserwowanej zmienności. Znikomy wpływ wykazano dla 
poletka, z którego pochodziły próbki (ok 6%), podczas gdy wartość interakcji tych dwóch 
czynników kształtowała się na poziomie 23% zmienności całkowitej (Tab. 5). 
 
Tabela 5. 2-czynnikowa analiza wariancji liczebności hodowalnej frakcji mikroorganizmów 
względem gleby (G), poletka (P) oraz interakcji czynników (G × P) 
 
Parametr Źródło 
zmienności 
df Suma 
kwadratów 
Średnie 
kwadraty 
Zmienność 
[%] 
F P 
Ogólna 
liczebność 
heterotrofów 
Gleba (G) 4 9,95 2,49 69,05 479,98 <0,001*** 
Poletko (P) 2 0,87 0,43 6,02 83,73 <0,001*** 
G × P 8 3,44 0,43 23,85 82,91 <0,001*** 
Frakcja 
cynkooporna 
bakterii 
Gleba (G) 4 8,41 2,10 41,84 41,39 <0,001*** 
Poletko (P) 2 6,05 3,02 30,10 59,55 <0,001*** 
G × P 8 4,11 0,51 20,48 10,13 <0,001*** 
Frakcja 
kadmooporna 
bakterii 
Gleba (G) 4 13,21 3,30 25,88 37,21 <0,001*** 
Poletko (P) 2 24,47 12,24 47,96 137,91 <0,001*** 
G × P 8 10,68 1,34 20,94 15,05 <0,001*** 
Frakcja grzybów Gleba (G) 4 2,37 0,59 48,26 41,89 <0,001*** 
Poletko (P) 2 0,54 0,27 10,95 19,01 <0,001*** 
G × P 8 1,58 0,20 32,16 13,96 <0,001*** 
Gwiazdki oznaczają istotne różnice (2-czynnikowa ANOVA; *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001) 
 
Liczebności hodowalnej frakcji bakterii cynko- i kadmoopornych, wyznaczone 
odpowiednio na podłożu 10% TSBA z dodatkiem cynku oraz kadmu, były średnio od 
jednego do dwóch rzędów wielkości niższe, odpowiednio w przypadku frakcji cynko-  
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i kadmoopornej, w porównaniu z ogólną liczebnością bakterii heterotroficznych (Ryc. 2  
i Ryc. 3). W przypadku frakcji cynkoopornej, spadek liczebności bakterii w porównaniu  
z ogólną liczebnością heterotrofów, zaobserwowano w próbkach pobranych na poletku N 
(Ryc. 2). Z kolei liczebność bakterii kadmoopornych w glebie pozakorzeniowej, pobranej 
na tym samym poletku, wynosiła zaledwie nieco powyżej 102 JTK g-1 s. m. g. i była o 3 
rzędy wielkości niższa, w porównaniu do liczebności ogólnej hodowalnej frakcji bakterii 
heterotroficznych (Ryc. 3).  
W przypadku liczebności frakcji cynkoopornej, obserwowana zmienność związana 
była głównie z pochodzeniem gleby (ryzosfera i gleba pozakorzeniowa). Zmienna ta 
wyjaśniała 41% zmienności. W nieco mniejszym stopniu obserwowany był efekt poletka 
oraz efekt wynikający z interakcji obu czynników (odpowiednio 30% i 20% obserwowanej 
zmienności). Z kolei w przypadku liczebności bakterii kadmoopornych, kluczowym 
czynnikiem, wyjaśniającym prawie 48% zmienności, okazało się być poletko, z którego 
pobierane były próbki (Tab. 5).  
 
 
Ryc. 2. Liczebność hodowalnej frakcji bakterii cynkoopornych; AA – ryzosfera Arabidopsis 
arenosa, AH – ryzosfera Arabidopsis halleri, DC – ryzosfera Deschampsia caespitosa, SV – 
ryzosfera Silene vulgaris, GP – gleba pozakorzeniowa; P, N, W – poletka; symbole literowe przy 
słupkach oznaczają wynik post-hoc (NIR) 2-czynnikowej analizy wariancji (P < 0,05) 
Charakterystyka bioróżnorodności…  Sławomir Borymski 
Wyniki   57 
 
Ryc. 3. Liczebność hodowalnej frakcji bakterii kadmoopornych; AA – ryzosfera Arabidopsis 
arenosa, AH – ryzosfera Arabidopsis halleri, DC – ryzosfera Deschampsia caespitosa, SV – 
ryzosfera Silene vulgaris, GP – gleba pozakorzeniowa; P, N, W – poletka; symbole literowe przy 
słupkach oznaczają wynik post-hoc (NIR) 2-czynnikowej analizy wariancji (P < 0,05) 
 
Ryc. 4. Liczebność hodowalnej frakcji grzybów; AA – ryzosfera Arabidopsis arenosa, AH – 
ryzosfera Arabidopsis halleri, DC – ryzosfera Deschampsia caespitosa, SV – ryzosfera Silene 
vulgaris, GP – gleba pozakorzeniowa; P, N, W – poletka; symbole literowe przy słupkach oznaczają 
wynik post-hoc (NIR) 2-czynnikowej analizy wariancji (P < 0,05) 
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Liczebność hodowalnej frakcji grzybów wyznaczona na podłożu PDA z różem 
bengalskim, była niższa, niż w przypadku ogólnej liczebności bakterii i mieściła się  
w zakresie od nieco ponad 103 JTK g-1 s. m. g. w przypadku próbek gleby pozakorzeniowej 
pobranej na poletku W, do ok. 105 JTK g-1 s. m. g. w przypadku próbek gleby 
pozakorzeniowej pobranej na poletku P oraz ryzosfery A. halleri z poletkek P oraz N (Ryc. 
4).  
Kluczowym czynnikiem decydującym o liczebności grzybów były czynniki glebowe 
(ponad 48% obserwowanej zmienności) (Tab. 5). 
 
4.3. Oznaczenia liczby kopii genów 16S rDNA 
 
 Oznaczenia całkowitej liczebności bakterii w badanych glebach dokonano również 
na podstawie liczby kopii genu 16S rDNA, z zastosowaniem metody realtime qPCR. 
Uzyskane wyniki dzielono przez stałą wartość 4,2, odpowiadającą średniej liczbie kopii tego 
genu przypadającą na pojedynczą komórkę bakterii. Przelicznik ten pozwolił na przełożenie 
liczby kopii genów 16S rDNA, na ogólną liczebność bakterii w glebie. W porównaniu do 
metody płytkowej, uzyskane wyniki są wyższe aż o 3 rzędy wielkości, natomiast różnice 
zależne od miejsca pobrania próbki czy jej pochodzenia są stosunkowo niewielkie i wynoszą 
maksymalnie jeden rząd wielkości. Różnice te były najsilniej zaznaczone w przypadku prób 
pobranych z poletka N. Najwyższą całkowitą liczebność bakterii, niezależnie od miejsca 
poboru próbek, obserwowano dla próbek ryzosfery D. caespitosa oraz A. halleri. Efekt ten 
był szczególnie widoczny w próbkach gleby pobranych z poletka W. Z kolei najniższą 
liczebność całkowitą bakterii uzyskano dla próbek ryzosfery S. vulgaris z poletka N (Ryc. 
5).  
 
Tabela 6. 2-czynnikowa analiza wariancji wartości liczebności całkowitej bakterii, wyznaczona na 
podstawie liczby kopii genów 16S rDNA, względem gleby (G), poletka (P) oraz interakcji 
czynników (G × P) 
Parametr Źródło 
zmienności 
df Suma 
kwadratów 
Średnie 
kwadraty 
Zmienność 
[%] 
F P 
Całkowita 
liczebność  
bakterii  
Gleba (G) 4 3,32 0,83 43,86 159 <0,001*** 
Poletko (P) 2 2,37 1,19 31,41 227 <0,001*** 
G × P 8 1,71 0,21 22,66 41 <0,001*** 
Gwiazdki oznaczają istotne różnice (2-czynnikowa ANOVA; *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001) 
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2-czynnikowa analiza wariancji wskazała na charakter gleby (ryzosfera, gleba 
pozakorzeniowa), jako czynnik główny, determinujący obserwowaną zmienność liczebności 
bakterii na poziomie 43,86% (Tab. 6). Natomiast miejsce pobierania próbek (poletko) oraz 
interakcja obu czynników determinowały zmienność wyników odpowiednio w 31,41 oraz 
22,66%. 
 
Ryc. 5. Liczebność całkowita bakterii obliczona na podstawie liczby kopii genów16S rDNA; AA – 
Arabidopsis arenosa, AH – Arabidopsis halleri, DC – Deschampsia caespitosa, SV – Silene vulgaris, 
GP – gleba pozakorzeniowa; P, N, W – poletka; symbole literowe przy słupkach oznaczają wynik 
post-hoc (NIR) 2-czynnikowej analizy wariancji (P < 0,05) 
 
4.4. Bioróżnorodność strukturalna zespołów mikroorganizmów glebowych 
 
 Oceny bioróżnorodności strukturalnej zespołów mikroorganizmów w badanych 
glebach dokonano na podstawie analizy profili fosfolipidowych kwasów tłuszczowych.  
W oparciu o uzyskane dane, obliczono całkowitą biomasę PLFA. Najwyższe wartości 
całkowitej biomasy PLFA, ponad 140 nmol PLFA g-1 s. m. g., zaobserwowano w próbach 
ryzosfery A. halleri, pobranych z poletek P oraz N, zaś wartość najniższą, wynoszącą 29,35 
nmol PLFA g-1 s. m. g., oznaczono w próbach ryzosfery S. vulgaris z poletka W. Niskie 
wartości całkowitej biomasy PLFA obserwowano też w glebie pozakorzeniowej pobranej 
na poletkach N i W, otrzymując wartości odpowiednio 49,94 oraz 48,65 nmol PLFA g-1 s. 
m. g. (Tab. 7). W przypadku biomasy fosfolipidowych kwasów tłuszczowych uznawanych 
za charakterystyczne dla bakterii, wartość najwyższą, wynoszącą 62,74 nmol PLFA g-1 s. m. 
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g., stwierdzono w ryzosferze A. halleri z poletka N. Najniższa bakteryjna biomasa PLFA 
cechowała z kolei próbki ryzosfery S. vulgaris, pobrane z poletka W (Tab. 7). Biomasa 
PLFA markerów bakterii Gram-ujemnych na ogół osiągała wartości wyższe, w porównaniu 
do markerów biomasy PLFA charakterystycznych dla bakterii Gram-dodatnich. Tym 
samym, stosunek biomasy PLFA bakterii Gram-dodatnich do bakterii Gram-ujemnych dla 
niemal wszystkich próbek gleby, nie przekraczał wartości 1, z wyjątkiem ryzosfery  
D. caespitosa z poletka N, gdzie stosunek ten osiągnął średnią wartość 1,01 (Tab. 7). Niskie 
wartości tego parametru wskazują na dominację bakterii Gram-ujemnych w większości  
z badanych gleb, w szczególności zaś w ryzosferach A. arenosa, D. caespitosa, S. vulgaris 
oraz w glebie pozakorzeniowej, pobranych na poletku W, dla których, wartości tego 
parametru wynosiły od 0,45 do 0,56 (Tab. 7). Analiza biomasy markerowych PLFA dla 
promieniowców wykazała, że największy ich udział w profilach PLFA, powyżej 5 nmol 
PLFA g-1 s. m. g., obserwowano w ryzosferze A. arenosa oraz A. halleri, pobranych z poletka 
P, podczas, gdy najniższa biomasa PLFA odpowiadająca promieniowcom, zaledwie 0,76 
nmol PLFA g-1 s. m. g., obserwowana była w glebie pozakorzeniowej, pobranej z poletka 
W. Z kolei najwyższą biomasę markerów charakterystycznych dla grzybów, wynoszącą 9,49 
nmol PLFA g-1 s. m. g., stwierdzono w ryzosferze A. arenosa (poletko P). Najniższe wartości 
biomasy PLFA grzybów, nieco powyżej 1 nmol PLFA g-1 s. m. g., zanotowano w przypadku 
próbek ryzosfery D. caespitosa, pobranych z poletka N, a także próbek gleby 
pozakorzeniowej z poletek W i N. Zróżnicowanie biomasy bakteryjnych oraz grzybowych 
PLFA wpłynęło także na wartości stosunku biomasy bakterii do grzybów, które mieściły się 
w przedziale od 34,80 w przypadku ryzosfery D. caespitosa z poletka N, do zaledwie 4,54 
w ryzosferze A. arenosa z poletka P (Tab. 7).  
2-czynnikowa analiza wariancji wykazała dominujący wpływ charakteru gleby 
(ryzosfery i gleby pozakorzeniowej) na całkowitą biomasę PLFA, biomasę markerowych 
PLFA bakterii, biomasę markerów PLFA bakterii Gram-ujemnych, grzybów oraz stosunek 
biomasy bakterii do biomasy grzybów (Tab. 8). Trzy z badanych parametrów, tj. biomasa 
bakterii Gram-dodatnich, stosunek biomasy bakterii Gram-dodatnich do Gram-ujemnych 
oraz biomasa promieniowców, okazały się być kształtowane głównie przez miejsce zbioru 
próbki (odpowiednio 29,11, 54,43 i 50,50% obserwowanej zmienności) (Tab. 8).  
Oceny zróżnicowania strukturalnej bioróżnorodności badanych zespołów 
mikroorganizmów dokonano na podstawie kanonicznej analizy korespondencyjnej (CCA) 
dla 14 markerowych fosfolipidowych kwasów tłuszczowych. 
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Wykresy CCA ukazały zróżnicowanie profili PLFA, które wyrażało się poprzez grupowanie 
zmiennych w postaci trzech wyraźnych klastrów rozmieszczonych wzdłuż osi 1, 
wyjaśniającej 63,12% obserwowanej zmienności (Ryc. 6A). Klastry te różnicowały badane 
zespoły mikroorganizmów ze względu na poszczególne poletka (P, N, W), wskazując 
miejsce poboru próbek, jako kluczowy czynnik wpływający na profile PLFA. 
Potwierdzeniem tej obserwacji są wyniki 2-czynnikowej analizy wariancji współrzędnych 
uzyskanych dla poszczególnych punktów wykresu, odpowiadających rozmieszczeniu 
próbek (zespołów mikroorganizmów). Aż 72% obserwowanej zmienności względem osi 1 
zależała od miejsca zbioru próbki (poletka), podczas gdy ok. 15% zmienności zależało od 
danej gleby i zaledwie 10%, od interakcji obu czynników. W przypadku osi 2, efekt gleby 
oraz interakcja tego czynnika i miejsca poboru próbki (poletka), kształtowały uzyskane 
wyniki w niemal równym stopniu (ok. 34% zmienności), w porównaniu do 22% dla efektu 
poletka (Tab. 9). 
 
Tabela 8. 2-czynnikowa analiza wariancji biomasy PLFA 
Parametr Źródło 
zmienności 
df Suma 
kwadratów 
Średnie 
kwadraty 
Zmienność 
[%] 
F P 
Całkowita 
biomasa PLFA 
 
Gleba (G) 4 23178,72 5794,68 36,05 17,17 <0,001*** 
Poletko  (P) 2 17749,87 8874,93 27,61 26,29 <0,001*** 
G × P 8 13233,07 1654,13 20,58 4,90 <0,001*** 
Bakteryjna 
biomasa PLFA 
(BB) 
Gleba (G) 4 3709,42 927,36 41,83 18,09 <0,001*** 
Poletko  (P) 2 1520,76 760,38 17,15 14,83 <0,001*** 
G × P 8 2099,19 262,40 23,67 5,12 <0,001*** 
Biomasa PLFA 
bakterii Gram-
dodatnich (GP) 
Gleba (G) 4 500,95 125,24 26,51 7,69 <0,001*** 
Poletko  (P) 2 550,03 275,02 29,11 16,89 <0,001*** 
G × P 8 350,20 43,77 18,53 2,69 0,023* 
Biomasa PLFA 
bakterii Gram-
ujemnych (GN) 
Gleba (G) 4 1362,35 340,59 51,74 34,49 <0,001*** 
Poletko  (P) 2 200,87 100,43 7,63 10,17 <0,001*** 
G × P 8 773,77 96,72 29,38 9,79 <0,001*** 
Stosunek GP:GN 
 
Gleba (G) 4 0,06 0,02 3,52 1,12 0,364 
Poletko  (P) 2 0,94 0,47 54,43 34,75 <0,001*** 
G × P 8 0,32 0,04 18,55 2,96 0,014* 
Biomasa PLFA 
promieniowców 
 
Gleba (G) 4 26,73 6,68 26,82 19,26 <0,001*** 
Poletko  (P) 2 50,31 25,16 50,50 72,52 <0,001*** 
G × P 8 12,19 1,52 12,23 4,39 0,001** 
Biomasa PLFA 
grzybów 
(FB) 
Gleba (G) 4 131,08 32,77 59,62 95,20 <0,001*** 
Poletko  (P) 2 47,09 23,54 21,42 68,40 <0,001*** 
G × P 8 31,37 3,92 14,27 11,39 <0,001*** 
Stosunek BB:FB 
 
Gleba (G) 4 1129,17 282,29 44,86 107,88 <0,001*** 
Poletko  (P) 2 542,08 271,04 21,54 103,58 <0,001*** 
G × P 8 767,19 95,90 30,48 36,65 <0,001*** 
Gwiazdki przedstawiają istotne różnice (2-czynnikowa ANOVA; *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001) 
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A. 
 
B. 
 
Ryc. 6. Kanoniczna analiza korespondencyjna (CCA) uzyskana dla profili markerowych 
fosfolipidowych kwasów tłuszczowych oraz parametrów fizykochemicznych gleby; A. Biplot CCA 
badanych gleb (znaczniki) oraz ich parametrów fizykochemicznych (linie); B. Biblot CCA dla 
fosfolipidów (znaczniki) oraz parametrów fizykochemicznych gleb (linie). Zaznaczone elipsy 
opisują 95% przedział ufności klastrów definiowanych względem poletek. Kształty znaczników i 
oznaczenia literowe opisują glebę:▼ryzosfera A. arenosa (AA),▲ryzosfera A. halleri (AH), 
◆ryzosfera D. caespitosa (DC), ⬛ ryzosfera S. vulgaris (SV), ⚫Gleba pozakorzeniowa (GP); 
Kolory znaczników i elips opisują poletka: P – kolor zielony; N – kolor niebieski; W – kolor 
fioletowy 
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Znaczenie osi 2 było jednak, w statystycznym sensie, o ponad połowę mniejsze niż osi 1 
(25,09% w porównaniu do 63,12%). Analiza CCA pozwoliła także na pokazanie korelacji 
pomiędzy strukturalną bioróżnorodnością zespołów mikroorganizmów a czynnikami 
glebowymi. Analiza ta wykazała, że zmiennymi o największym wpływie na biomasę 
markerowych PLFA były: odczyn, przewodnictwo glebowe oraz całkowita zawartość 
cynku, kadmu i miedzi. Wpływ ten był szczególnie widoczny w przypadku ryzosfery  
D. caespitosa oraz gleby pozakorzeniowej, pobranych na poletku W (Ryc. 6A). Efekt ten 
związany był ze zwiększonym udziałem markerów 16:1ω7 oraz 18:1ω7 (Ryc. 6B). Wysokie 
wartości biomasy tych markerów nie były jednak skorelowane z wymywalną frakcją cynku.  
 
Tabela 9. 2-czynnikowa analiza wariancji współrzędnych punktów z wykresu CCA, sporządzonego 
na podstawie profili markerowych kwasów tłuszczowych, względem gleby (G), poletka (P) oraz 
interakcji czynników (G × P) 
Oś: Źródło 
zmienności 
df Suma 
kwadratów 
Średnie 
kwadraty 
Zmienność 
[%] 
F P 
1 Gleba (G) 4 0,35 0,09 15,49 63,70 <0,001*** 
Poletko (P) 2 1,61 0,80 72,12 593,26 <0,001*** 
G × P 8 0,24 0,03 10,57 21,74 <0,001*** 
2 Gleba (G) 4 0,31 0,08 34,02 26,14 <0,001*** 
Poletko (P) 2 0,21 0,10 22,86 35,13 <0,001*** 
G × P 8 0,30 0,04 33,36 12,82 <0,001*** 
Gwiazdki oznaczają istotne różnice (2-czynnikowa ANOVA; *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001) 
 
4.5. Bioróżnorodność genetyczna – 16S rDNA PCR-DGGE 
 
 Bioróżnorodność genetyczną zespołów mikroorganizmów glebowych badano  
z zastosowaniem elektroforezy w gradiencie czynnika denaturującego (PCR-DGGE) 
fragmentów genu 16S rDNA (Ryc. 7). Uzyskane profile posłużyły do utworzenia 
dendrogramu filogenetycznego, pozwalającego ocenić podobieństwa i różnice między 
uzyskanymi wzorami prążków (Ryc. 8). Dendrogram ujawnił podobieństwo 
bioróżnorodności genetycznej zespołów bakterii wywodzących się z próbek gleby 
pozakorzeniowej pobranych z poletek N oraz W. Podobny klaster otrzymano dla próbek 
ryzosfery A. halleri, pobranych także na poletkach N i W. Kolejną grupę o dużym 
podobieństwie genetycznym stanowiły zespoły bakterii pochodzące z ryzosfery  
D. caespitosa oraz gleby pozakorzeniowej, pobranych na poletku P. Poletko to okazało się 
czynnikiem wspólnym także w przypadku bioróżnorodności genetycznej zespołów bakterii 
pochodzących z ryzosfery A. arenosa, A. halleri oraz S. vulgaris (Ryc. 8).   
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Ryc. 7. Obraz żelu PCR-DGGE fragmentów kodujących 16S rRNA badanych próbek gleby 
(pojedyncze powtórzenie z trzech wykonanych); AA – ryzosfera Arabidopsis arenosa, AH – 
ryzosfera Arabidopsis halleri, DC – ryzosfera Deschampsia caespitosa, SV – ryzosfera Silene 
vulgaris, GP – gleba pozakorzeniowa; P, N, W – poletka. 
 
Analizę profili DGGE uzupełniono o porównanie następujących parametrów 
bioróżnorodności: indeks Shannona-Wienera (H’), indeks bogactwa (richness – Rs), oraz 
indeks równości (evenness – Eh) (Ryc. 9, Ryc. 10 i Ryc. 11). Zaobserwowano wyraźne 
różnice wartości indeksów H’ oraz Rs. Najwyższe wartości tych parametrów obserwowano 
w próbkach ryzosfery D. caespitosa, podczas gdy wartości najniższe zanotowano  
w ryzosferze A. halleri, niezależnie od miejsca zebrania próbek. Co ciekawe, wartości 
indeksów H’ oraz Rs uzyskiwane dla prób gleby pozakorzeniowej były wysokie,  
a w przypadku próbek pobranych na poletku W, nawet wyższe, niż w przypadku próbek 
gleby ryzosferowej (Ryc. 9 i Ryc. 10). W przypadku indeksu Eh, wartości uzyskane dla 
poszczególnych próbek różniły się nieznacznie i średnio mieściły się w zakresie 0,90-0,96. 
Jednak niezależnie od poletek, indeks równości dało się uszeregować rosnąco od wartości 
obserwowanych dla próbek ryzosfery A. arenosa, poprzez ryzosferę A. halleri, do ryzosfery 
D. caespitosa. W przypadku poletka N, najwyższe wartości indeksu równości obserwowane 
były jednak dla prób gleby pozakorzeniowej, z kolei na poletku W, dla ryzosfery S. vulgaris 
(Ryc.11). 
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Ryc. 8. Dendrogram filogenetyczny PCR-DGGE fragmentów kodujących 16S rRNA; AA – 
ryzosfera Arabidopsis arenosa, AH – ryzosfera Arabidopsis halleri, DC – ryzosfera Deschampsia 
caespitosa, SV – ryzosfera Silene vulgaris, GP – gleba pozakorzeniowa; P, N, W – poletka; 1,2,3 – 
powtórzenia 
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Ryc. 9. Indeks Shannona-Wienera (H’) dla profili PCR-DGGE fragmentów kodujących 16S rRNA; 
AA – ryzosfera Arabidopsis arenosa, AH – ryzosfera Arabidopsis halleri, DC – ryzosfera 
Deschampsia caespitosa, SV – ryzosfera Silene vulgaris, GP – gleba pozakorzeniowa; P, N, W – 
poletka; symbole literowe przy słupkach oznaczają wynik post-hoc (NIR) 2-czynnikowej analizy 
wariancji (P < 0,05) 
 
 
Ryc. 10. Indeks bogactwa (Rs) dla profili PCR-DGGE fragmentów kodujących 16S rRNA; AA – 
ryzosfera Arabidopsis arenosa, AH – ryzosfera Arabidopsis halleri, DC – ryzosfera Deschampsia 
caespitosa, SV – ryzosfera Silene vulgaris, GP – gleba pozakorzeniowa; P, N, W – poletka; symbole 
literowe przy słupkach oznaczają wynik post-hoc (NIR) 2-czynnikowej analizy wariancji (P < 0,05) 
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Ryc. 11. Indeks równości (Eh) dla profili PCR-DGGE fragmentów kodujących 16S rRNA; AA – 
ryzosfera Arabidopsis arenosa, AH – ryzosfera Arabidopsis halleri, DC – ryzosfera Deschampsia 
caespitosa, SV – ryzosfera Silene vulgaris, GP – gleba pozakorzeniowa; P, N, W – poletka; symbole 
literowe przy słupkach oznaczają wynik post-hoc (NIR) 2-czynnikowej analizy wariancji (P < 0,05) 
 
Tabela 10. 2-czynnikowa analiza wariancji indeksów bioróżnorodności wyliczonych na podstawie 
wzoru prążkowego PCR-DGGE fragmentów kodujących 16S rRNA, względem gleby (G), poletka 
(P) oraz interakcji czynników (G × P) 
Parametr Źródło 
zmienności 
df Suma 
kwadratów 
Średnie 
kwadraty 
Zmienność 
[%] 
F P 
H’  Gleba (G) 4 0,8251 0,2063 76,10 302,0 <0,001*** 
Poletko (P) 2 0,1158 0,0579 10,68 85,0 <0,001*** 
G × P 8 0,1228 0,0154 11,33 22,0 <0,001*** 
Rs  Gleba (G) 4 2,940,8 735,2 60,83 624,2 <0,001*** 
Poletko (P) 2 872,1 436,1 18,04 370,2 <0,001*** 
G × P 8 986,5 123,3 20,40 104,7 <0,001*** 
Eh  Gleba (G) 4 0,0047 0,0012 43,63 63,0 <0,001*** 
Poletko (P) 2 0,0015 0,0007 13,76 40,0 <0,001*** 
G × P 8 0,0040 0,0005 37,45 27,0 <0,001*** 
H’, indeks bioróżnorodności Shannnona-Wienera; Rs, indeks richness; Eh, indeks równomierności.  
Gwiazdki oznaczają istotne różnice (2-czynnikowa ANOVA; *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001) 
 
2 czynnikowa analiza wariancji pokazała jednak zdecydowaną dominację charakteru 
gleby (ryzosfera, gleba pozakorzeniowa) jako czynnika determinującego całkowitą 
zmienność badanych indeksów, i stanowił on 76,10, 60,83 oraz 43,63% całkowitej 
zmienności, odpowiednio dla indeksu H’, Rs i Eh (Tab. 10). Pomimo, że efekt miejsca zbioru 
prób był również istotny statystycznie, determinował on zmienność wymienionych 
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indeksów w niewielkim stopniu. W przypadku indeksu Eh, istotna okazała się być również 
interakcja obu czynników, gleby i miejsca, determinując zmienność w ponad 37% (Tab. 10). 
4.6. Aktywność enzymatyczna – FDHA 
 
 Oznaczenia ogólnej aktywności enzymatycznej dokonano metodą hydrolizy 
dwuoctanu fluoresceiny (FDH). Metoda ta pozwala określić potencjał aktywności 
hydrolitycznej badanych zespołów mikroorganizmów glebowych. Ze względu na fakt, że 
nie jest ona specyficzna względem żadnej konkretnej grupy hydrolaz, można ją uznać za 
ogólną aktywność mikroorganizmów. Najwyższe wartości aktywności hydrolizy dwuoctanu 
fluoresceiny (FDHA), niezależnie od poletka, uzyskano dla próbek ryzosfery A. halleri.  
W przypadku poletka P, wartość ta wynosiła ok. 4,5 µg fluoresceiny g-1 s. m. g. 20 min-1 
(Ryc. 12). Najniższą aktywność uzyskano z kolei dla próbek ryzosfery S. vulgaris z poletka 
W (ok. 1,7 µg fluoresceiny g-1 s. m. g. 20 min-1). Aktywność FDH w glebie pozakorzeniowej 
pobranej na poletkach P oraz N była bardzo wysoka i zasadniczo nie odbiegała od wartości 
uzyskiwanych dla gleb ryzosferowych A. halleri i była nawet wyższa, niż aktywność  
w ryzosferze A. arenosa, D. caespitosa czy S. vulgaris (Ryc. 12). 
 
Ryc. 12. Aktywność enzymatyczna mierzona na podstawie hydrolizy FDA; AA – ryzosfera 
Arabidopsis arenosa, AH – ryzosfera Arabidopsis halleri, DC – ryzosfera Deschampsia caespitosa, 
SV – ryzosfera Silene vulgaris, GP – gleba pozakorzeniowa; P, N, W – poletka; symbole literowe 
przy słupkach oznaczają wynik post-hoc (NIR) 2-czynnikowej analizy wariancji (P < 0,05) 
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 2 czynnikowa analiza wariancji wartości FDHA sugeruje jednak zbliżony wpływ 
gleb, jak i miejsca, z których gleby zostały pobrane, na obserwowaną zmienność tego 
parametru. Czynniki te wyjaśniały odpowiednio 31,32 i 34,56% zmienności. Istotny był 
także efekt wynikający z interakcji obu czynników, który wpływał na całkowitą zmienność 
wartości FDA w 21,05% (Tab. 11). 
Tabela 11. 2-czynnikowa analiza wariancji wartości aktywności enzymatycznej (FDA), względem 
gleby (G), poletka (P) oraz interakcji czynników (G × P) 
Parametr Źródło 
zmienności 
df Suma 
kwadratów 
Średnie 
kwadraty 
Zmienność 
[%] 
F P 
FDA  Gleba (G) 4 8,32 2,08 31,32 17,98 <0,001*** 
Poletko (P) 2 9,18 4,59 34,56 39,66 <0,001*** 
G × P 8 5,59 0,70 21,05 6,04 <0,001*** 
Gwiazdki oznaczają istotne różnice (2-czynnikowa ANOVA; *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001) 
 
4.7. Bioróżnorodność funkcjonalna zespołów mikroorganizmów – BIOLOG-CLPP 
 
Funkcjonalną bioróżnorodność zespołów mikroorganizmów oznaczano w oparciu  
o metodę BIOLOG-CLPP z zastosowaniem mikropłytek EcoPlates™ zawierających 31 
substratów. Profile metabolizowania substratów różniły się między badanymi próbami 
glebowymi. Najwyższą aktywność zespołów mikroorganizmów, wyrażoną jako sumę pól 
powierzchni substratów (∑AUC), wynoszącą średnio 885,88 oraz 817,98, zanotowano  
w ryzosferze A. halleri oraz S. vulgaris, pobranych na poletku N. Wysokie wartości tego 
parametru, wyższe niż 600, wykazano również w próbkach gleb ryzosferowych tych samych 
gatunków, pobranych na poletku W, a także w próbkach ryzosfery A. arenosa pobranych  
z poletka N. Najniższą wartość ∑AUC zarejestrowano w próbkach ryzosfery S. vulgaris  
z poletka P (32,47). Niskie wartości tego parametru w glebie pozakorzeniowej,  
w porównaniu do badanych próbek ryzosfery, świadczą o mniejszej intensywności rozkładu 
substratów wzrostowych przez zasiedlające te gleby zespoły mikroorganizmów (Tab. 12). 
Uzyskane profile rozkładu substratów umożliwiły obliczenie indeksów bioróżnorodności 
Shannona-Wienera (H’), równości (evenness – Eh) oraz bogactwa (richness – Rs) (Tab. 12). 
Najwyższe wartości parametrów H’ oraz Eh, odpowiednio 3,06 oraz 0,92, oznaczono  
w próbach ryzosfery A. arenosa pobranych na poletku N, zaś wartości najniższe, wynoszące 
2,29 dla indeksu H’ oraz 0,78 dla indeksu Eh, zanotowano w przypadku gleby 
pozakorzeniowej pobranej z poletka W (Tab. 12). W glebie tej, najniższe wartości 
obserwowano także dla indeksu Rs, odpowiadającemu ilości metabolizowanych substratów 
(19). Największą liczbę substratów, średnio 29, metabolizowały zespoły mikroorganizmów 
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zasiedlające gleby ryzosferowe A. arenosa oraz A. halleri, pobrane odpowiednio z poletek 
P i W (Tab. 12). 
 
Tabela 12. Parametry BIOLOG-CLPP uzyskane dla badanych prób 
Gleba Poletko ΣAUC H’ Rs Eh 
Ryzosfera 
A. arenosa 
P 454,35 ± 13,21c 2,98 ± 0,06ab 29,00 ± 1,00a 0,88 ± 0,02abc 
N 660,19 ± 43,57b 3,06 ± 0,03a 27,67 ± 1,53abc 0,92 ± 0,01a 
W 174,09 ± 54,67de 2,57 ± 0,28c 24,33 ± 5,03cd 0,81 ± 0,05ef 
Ryzosfera 
A. halleri 
P 110,40 ± 59,36efg 2,56 ± 0,31c 21,00 ± 6,00de 0,85 ± 0,02bcde 
N 885,88 ± 65,27a 2,95 ± 0,03ab 28,67 ± 0,58ab 0,88 ± 0,01abc 
W 677,57 ± 88,56b 2,98 ± 0,05ab 29,00 ± 1,00a 0,88 ± 0,01abc 
Ryzosfera 
D. caespitosa 
P 86,43 ± 34,75fg 2,97 ± 0,36ab 27,33 ± 3,51abc 0,90 ± 0,09ab 
N 375,26 ± 57,17c 2,76 ± 0,04bc 27,00 ± 0,00abc 0,84 ± 0,01cde 
W 248,11 ± 18,75d 2,66 ± 0,06c 25,33 ± 0,58abc 0,82 ± 0,01def 
Ryzosfera  
S. vulgaris 
P 32,47 ± 1,47g 2,79 ± 0,17bc 24,67 ± 1,53bcd 0,87 ± 0,04abcd 
N 817,98 ± 75,70a 3,00 ± 0,05ab 28,00 ± 1,00abc 0,90 ± 0,01ab 
W 659,82 ± 80,76b 2,94 ± 0,04ab 27,00 ± 1,00abc 0,89 ± 0,00ab 
Gleba 
pozakorzeniowa 
P 53,88 ± 14,96g 2,65 ± 0,06c 24,00 ± 2,00cd 0,83 ± 0,03cde 
N 154,43 ± 12,01ef 2,80 ± 0,08abc 26,33 ± 1,15abc 0,86 ± 0,01bcde 
W 58,43 ± 1,69g 2,29 ± 0,12d 19,33 ± 2,08e 0,78 ± 0,05f 
Dane przedstawiają wartości średnie oraz odchylenia standardowe uzyskane z trzech powtórzeń 
biologicznych; P, N, W – poletka; znaki w indeksie górnym przy wartościach reprezentują wynik 
testu post-hoc dla analizy 2-czynnikowej ANOVA (NIR, interakcja 2 czynników; P < 0,05); ∑AUC, 
suma pól powierzchni uzyskanych dla wszystkich substratów; H’, indeks bioróżnorodności 
Shannnona-Wienera; Rs, indeks richness; Eh, indeks równomierności 
 
2-czynnikowa analiza wariancji dla parametru ∑AUC ujawniła niemal równoważny 
wpływ gleby oraz poletek, z których zostały pobrane, a także interakcji wpływu gleby  
i miejsca zbioru próbek, wyjaśniając odpowiednio 35,22, 34,83 oraz 28,02% całkowitej 
zmienności (Tab. 13). W przypadku obliczonych indeksów bioróżnorodności H’, Eh oraz 
Rs, kluczowy wpływ okazała się mieć interakcja obu czynników, gleby oraz miejsca jej 
zbioru, odpowiednio dając wartości 36,67, 37,66 oraz 30,06%.  
Uzyskane profile metabolizowania 31 substratów (BIOLOG-CLPP) poddano 
analizie wielowymiarowej CCA (Ryc. 13A, B). Analiza ta wykazała wyraźną separację 
poszczególnych zespołów mikroorganizmów względem osi 1, będącą osią główną, 
wyjaśniającą 55,96% ogólnej zmienności. Szczególnie wyraźnie przedstawiało się 
zgrupowanie próbek gleby ryzosferowej D. caespitosa, A. arenosa oraz gleby 
pozakorzeniowej, pobranych z poletka W. Gleby te charakteryzowały się największą 
zawartością metali. Czynnik ten w istotny sposób wpłynął na obserwowane zróżnicowanie 
CLPP (Ryc. 13A).  
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Tabela 13. 2-czynnikowa analiza wariancji dla parametrów BIOLOG, z uwzględnieniem  gleby (G), 
poletka (P) oraz interakcji czynników (G × P) 
Parametr Źródło 
zmienności 
df Suma 
kwadratów 
Średnie 
kwadraty 
Zmienność 
[%] 
F P 
∑AUC Gleba (G) 4 1379281,03 344820,26 34,83 135,61 <0,001*** 
Poletko (P) 2 1394786,20 697393,10 35,22 274,26 <0,001*** 
G × P 8 1109553,37 138694,17 28,02 54,54 <0,001*** 
H’  Gleba (G) 4 0,58 0,145 21,51 5,81 0,001** 
Poletko (P) 2 0,38 0,190 14,05 7,59 0,002** 
G × P 8 0,99 0,124 36,67 4,95 0,001** 
Rs  Gleba (G) 4 84,09 21,02 15,94 3,40 0,021* 
Poletko (P) 2 59,51 29,76 11,28 4,82 0,015* 
G × P 8 198,71 24,84 37,66 4,02 0,002** 
Eh  Gleba (G) 4 0,022 0,005 21,72 4,76 0,004** 
Poletko (P) 2 0,014 0,007 13,99 6,13 0,006** 
G × P 8 0,030 0,004 30,06 3,29 0,008** 
∑AUC, suma pól powierzchni uzyskanych dla wszystkich substratów; H’, indeks bioróżnorodności 
Shannnona-Wienera; Rs, indeks richness; Eh, indeks równomierności 
 
Efekt ten szczególnie widoczny był w przypadku całkowitej zawartości cynku, kadmu,  
w mniejszym stopniu zaś miedzi czy biodostępnej frakcji kadmu. Biplot parametrów 
glebowych oraz poszczególnych substratów pozwolił na wykazanie istotnego wpływu 
powyższych pierwiastków śladowych na zespoły mikroorganizmów, które w warunkach 
stresu wywołanego metalami, najintensywniej metabolizowały α-cyklodekstrynę,  
D-celobiozę, glikogen oraz kwas glycyl-L-glutaminowy (Ryc. 13B). 2-czynnikowa analiza 
wariancji przeprowadzona dla wykresów CCA, pokazała istotny wpływ interakcji rodzaju 
próbek gleby oraz poletka na grupowanie punktów względem osi 1 (ponad 50% zmienności). 
Z kolei indywidualny efekt miejsca zbioru oraz rodzaju próbek gleby, dawały odpowiednio 
ok. 34% i nieco ponad 11% zmienności. W przypadku osi 2 kluczowym czynnikiem okazało 
się być miejsce zbioru próbek (efekt poletka), dając wartość ok. 49% (Tab. 14). 
 
Tabela 14. 2-czynnikowa analiza wariancji współrzędnych punktów z wykresu CCA sporządzonego 
na podstawie profili asymilacji 31 źródeł węgla z płytek BIOLOG EcoPlates™, względem gleby 
(G), poletka (P) oraz interakcji czynników (G × P) 
Oś: Źródło 
zmienności 
df Suma 
kwadratów 
Średnie 
kwadraty 
Zmienność 
[%] 
F P 
1 Gleba (G) 4 1,51 0,38 11,28 22,54 <0,001*** 
Poletko (P) 2 4,54 2,27 33,98 135,74 <0,001*** 
G × P 8 6,81 0,85 50,99 50,92 <0,001*** 
2 Gleba (G) 4 0,54 0,13 9,89 3,55 <0,05* 
Poletko (P) 2 2,65 1,33 48,97 35,16 <0,001*** 
G × P 8 1,10 0,14 20,25 3,63 <0,01** 
Gwiazdki oznaczają istotne różnice (2-czynnikowa ANOVA; *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001) 
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A. 
 
B. 
 
Ryc. 13. Kanoniczna analiza korespondencyjna (CCA) dla profili 31 substratów BIOLOG-
EcoPlates™ oraz parametrów fizykochemicznych gleby; A. Biplot CCA badanych gleb (znaczniki) 
oraz ich parametrów fizykochemicznych (linie); B. Biblot CCA dla metabolitów (znaczniki) oraz 
parametrów fizykochemicznych gleb (linie). Zaznaczone elipsy opisują 95% przedział ufności 
klastrów definiowanych względem poletek. Kształty znaczników i oznaczenia literowe opisują 
glebę:▼ryzosfera A. arenosa (AA),▲ryzosfera A. halleri (AH), ◆ryzosfera D. caespitosa (DC), ⬛ 
ryzosfera S. vulgaris (SV), ⚫Gleba pozakorzeniowa (GP); Kolory znaczników i elips opisują 
poletka: P – kolor zielony; N – kolor niebieski; W – kolor fioletowy. 
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4.8. Analiza metabolomiczna – HPLC-MS 
 
 Analizę metabolitów glebowych prowadzono z wykorzystaniem wysokosprawnej 
chromatografii cieczowej, sprzężonej ze spektrometrią mas atomowych (HPLC-MS). 
Uzyskane wyniki pozwoliły na wskazanie metabolitów kluczowych, będących markerami 
charakterystycznymi dla badanych gleb i wywodzących się z nich zespołów 
mikroorganizmów. Z uwagi na niezwykle dużą ilość uzyskanych danych, wykonano 
wstępną analizę PCA profili 2106 indywidualnych mas atomowych, odpowiadających 
potencjalnym metabolitom glebowym. Spośród nich wybrano 10 metabolitów skrajnych, 
wpływających w największym stopniu na różnicowanie poszczególnych klastrów  
i wykorzystano je do analizy CCA (Ryc. 14A, B). Analiza CCA wykazała różnice  
w położeniu poszczególnych punktów (przypadków) odpowiadających badanym glebom, 
zarówno wobec osi 1, jak i osi 2. Zróżnicowanie względem osi 1, będącej osią dominującą 
(prawie 87% obserwowanej zmienności), dotyczyło przede wszystkim próbek zebranych na 
poletku W. W porównaniu do nich, próbki zebrane na pozostałych poletkach umiejscowiły 
się w centralnej części wykresu (Ryc. 14A). Głównymi czynnikami glebowymi, 
wpływającymi na rozrzut punktów wykresu okazały się być odczyn i wilgotność, jednakże 
ich oddziaływanie skorelowane było głównie z osią 2, której znaczenie dla układu punktów 
wykresu było istotne zaledwie w 8,24%. Kluczowymi czynnikami skorelowanymi z osią 1 
były całkowita zawartość kadmu, miedzi oraz przewodnictwo glebowe. Ich wpływ 
widoczny był szczególnie w przypadku ryzosfery D. caespitosa oraz gleby 
pozakorzeniowej, które pobrane były z poletka W. Ich położenie na wykresie korelowało  
z obecnością niskocząsteczkowych metabolitów, których oznaczone masy wynosiły 35,00, 
66,90, 68,90, 80,81 oraz 82,81 m/z (Ryc. 14B). Z kolei próby ryzosfery A. arenosa pobrane 
z poletka W, pozytywnie skorelowane były z odczynem gleby oraz zawartością 
biodostępnego kadmu, wartości tych czynników były tam bowiem najwyższe. Próby 
ryzosfery A. halleri pobrane z tego samego poletka (W) grupowały się na lewo i do góry od 
ryzosfery A. arenosa oraz skorelowane były z metabolitami o oznaczonych masach 225,81 
i 124,90 m/z (Ryc. 14A). 2-czynnikowa analiza wariancji współrzędnych punktów wykresu 
CCA odpowiadających badanym glebom, pokazała istotny wpływ miejsca zbioru próbek, 
ponad 40%, rodzaju próbek gleby, ponad 27%, jak i interakcji obu czynników, nieco ponad 
31,04% obserwowanej zmienności względem osi 1. Zmienność względem osi 2 
zdominowana była przede wszystkim przez interakcję czynników – gleby i poletka. 
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Ryc. 14. Kanoniczna analiza korespondencyjna (CCA) dla metabolitów glebowych (HPLC-MS) 
oraz parametrów fizykochemicznych gleby; A. Biplot CCA badanych gleb (znaczniki) oraz ich 
parametrów fizykochemicznych (linie); B. Biblot CCA dla metabolitów glebowych (znaczniki) oraz 
parametrów fizykochemicznych gleb (linie). Zaznaczone elipsy opisują 95% przedział ufności 
klastrów definiowanych względem poletek. Kształty znaczników i oznaczenia literowe opisują 
glebę:▼ryzosfera A. arenosa (AA),▲ryzosfera A. halleri (AH), ◆ryzosfera D. caespitosa (DC), ⬛ 
ryzosfera S. vulgaris (SV), ⚫Gleba pozakorzeniowa (GP); Kolory znaczników i elips opisują 
poletka: P – kolor zielony; N – kolor niebieski; W – kolor fioletowy 
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Jednak ze względu na małą istotność statystyczną osi 2 (8%) efekt ten był niemal nieistotny 
(Tab. 15).  
 
Tabela 15. 2-czynnikowa analiza wariancji współrzędnych punktów z wykresu CCA sporządzonego 
na podstawie profili głównych metabolitów glebowych, względem gleby (G), poletka (P) oraz 
interakcji czynników (G × P) 
Oś: Źródło 
zmienności 
df Suma 
kwadratów 
Średnie 
kwadraty 
Zmienność 
[%] 
F P 
1 Gleba (G) 4 1,15 0,29 27,18 180,84 <0,001*** 
Poletko (P) 2 1,73 0,86 40,65 540,91 <0,001*** 
G × P 8 1,32 0,16 31,04 103,28 <0,001*** 
2 Gleba (G) 4 0,06 0,01 17,38 10,76 <0,001*** 
Poletko (P) 2 0,04 0,02 13,84 17,15 <0,001*** 
G × P 8 0,18 0,02 56,67 17,55 <0,001*** 
Gwiazdki oznaczają istotne różnice (2-czynnikowa ANOVA; *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001) 
Oznaczone instrumentalnie masy (m/z) metabolitów dopasowywano do 
potencjalnych związków obecnych w bazie danych Uniwersytetu Aberystwyth (Wielka 
Brytania) oraz na podstawie odrębnych, precyzyjnych oznaczeń masy (tzw. accurate mass). 
Najbardziej trafne dopasowania zestawiono w tabeli 16. 
 
Tabela 16. Metabolity odpowiadające instrumentalnie uzyskanym masom (m/z) 
Metabolit 
Wzór 
sumaryczny 
Masa (m/z) 
Delta  
[O-D] 
Oznaczona 
[O] 
Dokładna  
[D] 
Brak danych - 35,00 - - 
Brak danych - 61,90 - - 
Hydrazyna* 
Pirazol* 
Metanol* 
Imidazole* 
H4N2 
C3H4N2 
CH4O 
C3H4N2 
66,90 67,007 [M+Cl]1- 
67,030 [M-H]1- 
66,996 [M+Cl]1- 
67,030 [M-H]1- 
0,107 
0,130 
0,096 
0,130 
3-Butyn-2-ol* 
Kwas propiolowy * 
Beta-aminopropionitryl* 
2-Butyn-1-ol*  
3-Butyn-1-ol* 
C4H6O 
C3H2O2 
C3H6N2 
C4H6O 
C4H6O 
68,90 69,035 [M-H]1- 
68,998 [M-H]1- 
69,046 [M-H]1- 
69,035 [M-H]1- 
69,035 [M-H]1- 
0,135 
0,098 
0,146 
0,135 
0,135 
Kwas mrówkowy* 
Kwas siarkowy (IV)* 
CH2O2 
H2O3S 
80,81 80,975 [M+Cl]1- 
80,965 [M+Cl]1- 
0,165 
0,155 
Nadtlenek metylu* 
Metanotiol* 
Kwas chlorowy (V)** 
CH4O2 
CH4S 
HClO3 
82,81 82,991 [M+Cl]1- 
82,973 [M+Cl]1- 
82,954 [M+Cl]1- 
0,181 
0,163 
0,144 
Brak danych - 107,90 - - 
Kwas arsenowy (III)*  
Kwas mrówkowy* 
H3AsO3 
CH2O2 
124,90 124,923 [M-H]1- 
124,924 [M+Br]1- 
0,023 
0,024 
Brak danych - 209,90 - - 
Chlorowodorek 3-(2-
aminoetylo)-7-metoksy indolu* 
2,2,4-trimetylo-1,3-pentanodiol* 
C11H15ClN2O 
 
C8H18O2 
225,81 225,080 [M-H]1- 
 
225,050 [M+Br]1- 
-0,001 
 
-0,031 
Źródło: * https://dimedb.ibers.aber.ac.uk/; ** indywidualne oznaczenia precyzyjne masy; przypisy 
w kwadratowych nawiasach definiują ładunek i podstawniki w związku, do którego odnosi się masa 
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4.9. Korelacja wyników 
 
Celem porównania zależności pomiędzy wartościami parametrów 
fizykochemicznych i biologicznych, wykonano analizę korelacji liniowej Pearsona. 
Korelacje zestawiono w postaci graficznej (Ryc. 15).  
 
Rys. 15. Współczynniki korelacji liniowej Pearsona dla parametrów fizykochemicznych oraz 
biologicznych w badanych próbkach gleby; kolorem niebieskim zaznaczono korelację dodatnią, 
kolorem czerwonym zaznaczono korelację ujemną; wielkość znacznika i intensywność koloru 
prezentuje stopień korelacji 
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Na szczególną uwagę zasługują korelacje ujemne pomiędzy pierwiastkami śladowymi  
a bioróżnorodnością funkcjonalną zespołów mikroorganizmów. Znaczącą ujemną korelację 
zaobserwowano w przypadku całkowitej zawartości cynku oraz kadmu a zróżnicowaniem 
wzdłuż osi 1 wykresu CCA, ∑AUC i indeksu H’, uzyskanych w metodzie BIOLOG-CLPP 
oraz z całkowitą frakcją kadmu i profilami fosfolipidów (analiza CCA), a także stosunkiem 
biomasy PLFA bakterii Gram-dodatnich do bakterii Gram-ujemnych (Ryc. 15). Ostatni  
z wymienionych parametrów, podobnie jak i stosunek biomasy PLFA bakterii do biomasy 
grzybów czy FDHA, wykazywał ujemną korelację również z wartościami odczynu. 
Niewielkie niekorzystne oddziaływanie frakcji całkowitej pierwiastków śladowych 
wykazano także dla indeksu Eh związanego z analizą PCR-DGGE (Ryc. 15). 
Dodatnią korelację z kolei zauważono w przypadku biodostępnej frakcji cynku oraz 
rozmieszczeniem punktów na osi 2 analizy CCA z profili BIOLOG-CLPP czy wartościami 
indeksów Rs oraz H’ z PCR-DGGE, wartościami FDHA, jak również wieloma parametrami 
z analizy PLFA. Ostatnie z opisanych, łącznie z ilościową analizą kopii genów 16S rDNA 
(qPCR) i liczebnością hodowalnej frakcji grzybów, pozytywnie korelowały z zawartością 
materii organicznej i wilgotnością w badanych glebach. Dodatnią korelację dało się też 
zauważyć pomiędzy liczebnością hodowalnej frakcji bakterii oligotroficznych oraz ∑AUC 
(Ryc. 15).
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5. Dyskusja 
 
Uzyskanie pełnego obrazu zależności pomiędzy mikroorganizmami glebowymi  
a towarzyszącymi im czynnikami biologicznymi i fizykochemicznymi, wymaga 
zastosowania zróżnicowanych metod zależnych, jak i niezależnych od hodowli (Pan i Yu, 
2011; Lee i in., 2016). Powyższe podejście jest szczególnie istotne w przypadku 
skomplikowanego, wieloczynnikowego układu, jakim jest ryzosfera. Literatura dostarcza 
wiele danych dotyczących zależności (interakcji) pomiędzy mikroorganizmami ryzosfery, 
roślinami i glebą. Informacje te, ze względu na zastosowanie różnych rozwiązań 
metodycznych, nie dają się jednak porównać w sposób bezpośredni (Berg i Smalla, 2009). 
Mając ten fakt na uwadze, w niniejszej pracy przeprowadzono badania liczebności, 
aktywności, bioróżnorodności strukturalnej, funkcjonalnej i genetycznej zespołów 
mikroorganizmów. Dodatkowo, przeprowadzono analizy metabolitów glebowych,  
a uzyskane zmienne biologiczne korelowano z parametrami fizykochemicznymi gleby.  
 
5.1. Parametry fizykochemiczne gleb 
 
Tereny, z których pobierane były próbki gleby, charakteryzowały się niezwykle 
wysoką zawartością cynku oraz kadmu. W każdej z próbek całkowita zawartość tych 
pierwiastków przekraczała normy przewidziane w Rozporządzeniu Ministra Środowiska  
z dn. 1 września 2016 roku (Dz. U., poz. 1395, 2016) dla IV grupy gruntów, wydzielonej  
w oparciu o sposób jej użytkowania. Grupa ta obejmuje m. in. tereny obiektów 
produkcyjnych, składów i magazynów, obszary i tereny górnicze czy tereny infrastruktury 
technicznej oraz dróg publicznych i wewnętrznych. W przypadku cynku, normy w badanych 
próbkach przekroczone były od 1,27 do ok. 19 razy. Z kolei dopuszczalne stężenia kadmu 
przekroczone były w jeszcze większym stopniu – od 77 aż do 401 razy. Zawartości 
pierwiastków śladowych uzyskiwane w innych badaniach prowadzonych na różnych 
obszarach Górnego Śląska, wykazują znaczne ich zróżnicowanie w zależności od miejsca 
poboru prób, a także sposobu ekstrakcji metali. W przypadku cynku wartości te przeważnie 
zawierają się w tym samym rzędzie wielkości jak w niniejszej pracy, jednakże uzyskane 
stężenia kadmu w badanych próbkach, w większości przewyższają wartości oznaczone  
w wybranych glebach Górnego Śląska (Kucharski i in., 2005; Nadgórska-Socha i Ciepał, 
2009; Baran i in., 2010; Margesin i in., 2011; Kuźniar i in., 2018; Pacwa-Płociniczak i in., 
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2018). Obecność metali w glebach aglomeracji śląskiej jest jednak problemem, który 
dotyczy nie tylko terenów poprzemysłowych, ale i obszarów zabudowy mieszkalnej czy 
terenów rekreacyjnych. Badania przeprowadzone przez Dziubanek i in. (2012) pokazały, że 
zawartość cynku w glebach na wybranych osiedlach mieszkalnych w aglomeracji śląskiej, 
oscylowała między 130 a 8600, ze średnią wartością równą ok. 1640 mg kg-1 s. m. g. Z kolei 
wartości stężeń całkowitej frakcji kadmu zawierały się w przedziale 0,18-63,19, średnio zaś 
wynosiły ok. 15,5 mg kg-1 s. m. g. W niektórych przypadkach były to zatem wartości także 
wielokrotnie przekraczające normy wyznaczone dla grupy gruntów kategorii I, obejmującej 
m. in. osiedla mieszkalne.  
W niniejszej pracy wykazano korelację pomiędzy parametrami fizykochemicznymi, 
takimi jak odczyn, wilgotność i zawartość materii organicznej a całkowitymi oraz 
biodostępnymi stężeniami metali w analizowanych glebach. Dodatnią korelację 
zaobserwowano pomiędzy odczynem a całkowitą zawartością cynku, miedzi i kadmu,  
a także zawartością wymywalnej frakcji kadmu. Podobny efekt obserwowano w przypadku 
wilgotności i całkowitej oraz biodostępnej frakcji cynku i miedzi. Z kolei zawartość materii 
organicznej wyraźnie korelowała jedynie z zawartością biodostępnego cynku. Wpływ 
parametrów fizykochemicznych, takich jak odczyn, wilgotność, zawartość materii 
organicznej czy potencjał redoks są czynnikami, których wpływ na mobilność  
i biodostępność metali jest ogólnie znany (Gadd, 2010; Violante i in., 2010). Stopień 
mobilności metali zależy od wypadkowego efektu wszystkich wymienionych czynników  
i podlega znacznym zmianom. Dodatkowo, indywidualne parametry fizykochemiczne mogą 
w różny sposób wpływać na zachowanie poszczególnych jonów metali w glebie.  
W niniejszej pracy efekt taki zaobserwowano w przypadku biodostępnej frakcji cynku, dla 
której wykazano ujemną korelację względem odczynu gleby, podczas gdy dla reszty 
badanych metali, korelacja ta była dodatnia. Podobne zjawisko zaobserwowano w badaniach 
przeprowadzonych przez Zeng i wsp. (2011), w których wpływ odczynu na wymywalną 
EDTA frakcję miedzi, ołowiu oraz cynku był odmienny w porównaniu do chromu, żelaza  
i manganu.  
Pobrane gleby, oprócz różnic w wartościach parametrów fizykochemicznych, 
wykazywały także zróżnicowanie granulometryczne. Gleby z poletek N i W 
zaklasyfikowane zostały do grupy piasków gliniastych, w przeciwieństwie do poletka P, na 
którym gleba miała charakter gliniasty. Przeprowadzone w niniejszej pracy badania 
ujawniły, że bioróżnorodność funkcjonalna zespołów mikroorganizmów glebowych 
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skorelowana była z zawartością metali. Najwyższe obserwowane stężenia cynku i kadmu,  
a także najbardziej widoczny wpływ tych pierwiastków na profile CLPP, widoczny był  
w próbkach gleby z poletka W, zawierającego frakcję o grubszym uziarnieniu,  
w porównaniu do poletka P. Chen i wsp. (2014) udowodnili, że uziarnienie gleby jest 
istotnym czynnikiem modulującym toksyczny wpływ pierwiastków śladowych. Badania te 
pokazały, że zespoły mikroorganizmów występujące we frakcji gruboziarnistej były 
znacznie bardziej narażone na toksyczny efekt metali, w porównaniu do mikroorganizmów 
zasiedlających frakcję drobnoziarnistą, ilastą. Wpływ ten objawiał się zmniejszeniem 
liczebności, aktywności oraz bioróżnorodności zespołów bakterii (Chen i in., 2014).  
 
5.2. Liczebność frakcji hodowalnej i niehodowalnej mikroorganizmów 
 
W pracy wykonano charakterystykę zespołów mikroorganizmów zasiedlających 
ryzosferę Arabidopsis arenosa, Arabidopsis halleri, Deschampsia caespitosa, Silene 
vulgaris oraz glebę pozakorzeniową. Wymienione rośliny można zaklasyfikować do grupy 
tzw. pseudometalofitów (Baker i in., 2010; van der Ent i in., 2013). Jednakże ze względu na 
istnienie wielu systemów klasyfikacji i niejednokrotne rozbieżności między nimi, ostateczne 
i niepodważalne zaklasyfikowanie powyższych gatunków jest trudne. Dla przykładu,  
A. halleri jest znanym hiperakumulatorem cynku i kadmu, jednakże niektóre populacje tego 
gatunku występują także w miejscach, w których stężenia pierwiastków śladowych nie 
przekraczają przyjętych norm (Pauwels i in., 2006; Meyer i in., 2010;). Z kolei ocena 
wpływu roślin i parametrów fizykochemicznych gleby na bioróżnorodność 
mikroorganizmów pozwala wskazać czynniki najsilniej kształtujące zespoły bakterii oraz 
grzybów w skażonej metalami glebie. Ryzosfera metalofitów stanowi także źródło 
mikroorganizmów potencjalnie przydatnych w procesach bioremediacji gleb skażonych 
metalami. Mikroorganizmy te, oprócz zwiększonej tolerancji względem pierwiastków 
śladowych, często wykazują zdolność do wspomagania wzrostu roślin oraz zwiększają 
efektywność akumulacji metali w korzeniach i pędach roślin (Wood i in., 2016b). 
W niniejszej pracy, liczebność hodowalnej frakcji bakterii heterotroficznych,  
a także bakterii zdolnych do wzrostu w obecności kadmu oraz cynku, była wyższa  
w ryzosferze w porównaniu do gleby pozakorzeniowej. Podobne wyniki uzyskiwano  
w innych badaniach, potwierdzając pozytywny wpływ obecności roślin na liczebność 
mikroorganizmów (Houlden i in., 2008; Oliveira i in., 2008). Zjawisko to, noszące nazwę 
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efektu ryzosferowego, wiąże się z uwalnianiem przez rośliny różnych metabolitów, 
będących źródłem węgla dla przebywających w otoczeniu korzeni mikroorganizmów (Bais 
i in., 2006; Hartmann i in., 2009; Hinsinger i in., 2009). Specyficzne grupy związków 
uwalnianych przez rośliny mogą także pełnić funkcję atraktantów. Na przykład badania 
przeprowadzone przez Rudrappa i in. (2008) pokazały, że kwas L-jabłkowy wydzielany 
przez korzenie Arabidopsis thaliana, przyciągał bakterie Bacillus subtilis, które poprawiały 
kondycję dotkniętych chorobą roślin.  
Jednym z problemów związanych z oceną liczebności bakterii metaloopornych 
(metalotolerancyjnych) jest dobór podłoża, odpowiedniego dla wzrostu tych 
mikroorganizmów. Na liczebność hodowalnej frakcji bakterii cynko- i kadmoopornych 
znaczący wpływ ma skład podłoża hodowlanego (Mergeay, 1995). Wpływ ten wynika  
z faktu, że niektóre związki wchodzące w skład podłóż, takie jak fosforany, kwasy 
organiczne czy białka, mogą oddziaływać z jonami metali. W przypadku bogatych podłoży 
bulionowych, nawet 90% wprowadzanych jonów metali może związać się ze składnikami 
pożywek (Mergeay, 1995). Dlatego też w niniejszej pracy zastosowano rozcieńczone (10%) 
podłoże TSBA. Pomimo wspomnianych ograniczeń, podłoża bulionowe, takie jak agar 
odżywczy (NA), Luria-Bertani (LB) czy bulion tryptonowo-sojowy (TSBA), z dodatkiem 
metali, są nadal rutynowo stosowane w ocenie liczebności i stopnia oporności 
mikroorganizmów na metale. Obok wymienionych wyżej podłoży, stosuje się także podłoża 
mineralne o w pełni zdefiniowanym składzie, wzbogacone w źródła węgla, jak np. podłoże 
284 (Freitas i in., 2008; Becerra-Castro i in., 2012). Zastosowane w doświadczeniu stężenia 
1,5 mM Zn2+ oraz 0,5 mM Cd2+ statystycznie istotnie zmniejszały liczebność hodowalnej 
frakcji bakterii zdolnych do wzrostu na podłożu z cynkiem oraz kadmem, w porównaniu do 
podłoża bez metalu. Pomimo tego, liczebność hodowalnej frakcji bakterii cynko-  
i kadmoopornych, była nadal wysoka w porównaniu do liczebności ogólnej bakterii.  
W przypadku bakterii cynkoopornych, liczebność ta w glebach ryzosferowych pobranych  
z poletek P i W wynosiła aż 106 JTK g-1 s. m. g. Tylko nieco niższe wartości liczebności 
bakterii obserwowano w przypadku hodowalnej frakcji kadmoopornej. Analiza korelacji 
ujawniła statystycznie istotną zależność pomiędzy wartością odczynu a liczebnością 
hodowalnej frakcji bakterii metaloopornych. Najniższe wartości pH obserwowano  
w glebach pobranych na poletku N, i to właśnie tam obserwowano najniższe liczebności 
bakterii metaloopornych. W badaniach przeprowadzonych przez Margesin i in. (2011), 
liczebność hodowalnej frakcji cynkoopornej była ok. 1,5 rzędu wielkości niższa, niż 
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liczebność bakterii heterotroficznych, mierzona na podłożu R2A. Efekt ten widoczny był 
nawet dla najniższego stężenia cynku, równego 1 mM. Bacerra-Castro i wsp. (2012),  
w badaniach liczebności bakterii na podłożu 284 bez oraz z dodatkiem 1-3 mM cynku,  
a także 0,1-1 mM kadmu, wykazali udział frakcji metaloopornej na poziomie 10-22% 
liczebności ogólnej bakterii w glebie pozakorzeniowej. W przypadku gleb ryzosferowych 
związanych z metalofitami, liczebność frakcji metaloopornej mierzona na podłożu 284  
z dodatkiem 1 mM kadmu, odpowiadała 14, 19 oraz 25% całkowitej liczebności hodowalnej 
frakcji bakterii, odpowiednio dla gleby ryzosferowej Festuca rubra, Cytisus scoparius  
i Betula celtiberica (Becerra-Castro i in., 2012). Niezależnie od zastosowanego podłoża, 
oznaczanie liczebności hodowalnej frakcji mikroorganizmów daje bardzo ogólną informację 
i jest zawsze obarczone sporym błędem. Związane jest to z brakiem zdolności dużej frakcji 
bakterii i grzybów do wzrostu w warunkach laboratoryjnych. Odtworzenie warunków 
panujących w glebie z zastosowaniem syntetycznych podłóż in vitro jest bowiem 
niemożliwe. Dlatego też na stosowanych pożywkach mikrobiologicznych, faworyzowane są 
pewne łatwe w hodowli grupy mikroorganizmów (Alain i Querellou, 2009; Rastogi i in., 
2010).  
Postępem w oznaczaniu całkowitej liczebności mikroorganizmów glebowych było 
wprowadzenie metod opartych o markery genetyczne, tj. oznaczanie liczby kopii genów 16S 
rDNA, które w sposób pośredni pozwalają na oznaczenie całkowitej liczebności bakterii. 
Wyniki liczebności bakterii uzyskane tą metodą są średnio od 1 do 3 rzędów wielkości 
wyższe, niż liczebność obliczana z wykorzystaniem klasycznych metod hodowlanych (Alain 
i Querellou, 2009). Dla przykładu, w badaniach nad wpływem lepnicy rozdętej (Silene 
vulgaris) oraz metali na mikroorganizmy glebowe, liczebność bakterii wyznaczona  
w oparciu o liczbę kopii genów 16S rDNA była średnio o 2 rzędy wielkości wyższa, niż  
w przypadku liczebności ogólnej bakterii oznaczonej z zastosowaniem 10% podłoża TSBA 
(Pacwa-Płociniczak i in., 2018). W przeciwieństwie jednak do wyników prezentowanych w 
niniejszej pracy, badania Pacwa-Płociniczak i in. (2018) wykazały istotny wpływ S. vulgaris 
na liczebność frakcji kadmoopornej, a nie na liczebność frakcji całkowitej bakterii. Z kolei 
w badaniach Wood i in. (2016) całkowita liczebność bakterii wyznaczona w oparciu o  liczbę 
kopii genu 16S rDNA, nie wykazała zależności ani od obecności kadmu, ani od 
hiperakumulatora kadmu Carpobrotus rossii.  
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5.3. Bioróżnorodność strukturalna  
 
Inną metodą oceny wpływu czynników abiotycznych i biotycznych na bakterie  
i grzyby w glebie jest oznaczenie struktury zespołów mikroorganizmów, poprzez 
wyznaczenie udziałów pewnych grup mikroorganizmów w całym zespole. W niniejszej 
pracy bioróżnorodność strukturalną zespołów bakterii i grzybów badano w oparciu  
o metodę PLFA, która umożliwia wyznaczenie ogólnej biomasy mikroorganizmów, jak 
również biomasy określonych grup bakterii oraz grzybów (Frostegård i in., 1996).  Metoda 
PLFA opiera się na analizie profili estrów metylowych fosfolipidowych kwasów 
tłuszczowych, izolowanych bezpośrednio z gleby, bez konieczności hodowli 
mikrooganizmów (Frostegård i in., 2011). Fosfolipidowe kwasy tłuszczowe, będące 
integralnym składnikiem błon biologicznych, obecne są we wszystkich komórkach 
organizmów żywych, jednakże po śmierci komórek następuje ich szybka degradacja (Fang 
i in., 2000). Otrzymane wartości biomasy PLFA mikroorganizmów udzielają więc 
informacji ilościowej odnoszącej się do żywych komórek.  
W niniejszej pracy, wpływ rośliny na profile PLFA okazał się być mniejszy  
w porównaniu do oddziaływania parametrów fizykochemicznych. Wpływ tych parametrów 
na liczebność i strukturę badanych zespołów może wiązać się z faktem, że odczyn gleby, 
wilgotność oraz zawartość materii organicznej, wpływają na biodostępność pierwiastków 
śladowych (Rieuwerts i in., 1998; Gadd, 2004, 2010). Analiza korelacji wskazała na 
parametry fizykochemiczne, w tym zawartość kadmu, jako czynniki w dużym stopniu 
wpływające na udział biomasy poszczególnych kwasów tłuszczowych w profilach PLFA. 
Efekt ten szczególnie uwidocznił się w przypadku udziału biomasy kwasu 16:1ω7, który to 
okazał się być głównym źródłem zmienności, zależnym od zawartości całkowitej kadmu 
oraz biodostępnych frakcji kadmu i cynku. Efekt oddziaływania metali na strukturę 
zespołów mikroorganizmów glebowych był już wcześniej obserwowany. Pionierami  
w zastosowaniu metody PLFA do obserwacji wpływu czynników środowiskowych, w tym 
pH i metali na zespoły mikroorganizmów glebowych, byli Frostegard i wsp. (1993).  
W badaniach zespołów bakterii gleby leśnej i ornej zawierających metale, wykazali istotny 
wpływ kadmu, miedzi, niklu, ołowiu oraz cynku na skład profili PLFA. W zależności od 
rodzaju gleby, obserwowano odmienny wpływ metali na indywidualne markery PLFA. 
Różnice te w szczególności dotyczyły udziału biomasy markerów bakterii Gram-dodatnich 
oraz Gram-ujemnych. Z kolei badania Li i wsp. (2017) wykazały istotny wpływ arsenu na 
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zespoły mikroorganizmów gleb ryżowych, tzw. żółtoziemów. Obserwowano istotną 
zależność pomiędzy udziałem określonych fosfolipidowych kwasów tłuszczowych w 
profilach PLFA a stężeniem arsenu. Największe zmiany w biomasie markerów, dotyczyły 
kwasów tłuszczowych 16:0, 16:1ω7c, 16:1ω9c, 18:1ω7c oraz 18:1ω9c, z których wszystkie  
(z wyjątkiem 16:0), stanowią markery uznawane za charakterystyczne dla bakterii Gram-
ujemnych.  Udział biomasy tych PLFAs w profilach był większy w obecności arsenu. 
Z drugiej strony, na tle dostępnej literatury, wpływ obecności rośliny na glebowe 
PLFA i strukturę zespołów mikroorganizmów jest niezaprzeczalny. Wpływ ten 
zademonstrowano z zastosowaniem wyznakowanej izotopem 13C mieszaniny glukozy, 
glicyny i kwasu fumarowego, w proporcjach odzwierciedlających skład wydzielin 
korzeniowych Lolium perenne (Paterson i in., 2007). W zależności od zastosowanego 
metabolitu, obserwowano zmiany w udziale poszczególnych markerów PLFA bakterii 
Gram-dodatnich, bakterii Gram-ujemnych, grzybów oraz promieniowców w profilach 
zespołów. Podobnie, analiza profili PLFA wyizolowanych z ryzosfery S. vulgaris oraz gleby 
pozakorzeniowej wykazała istotny wpływ rośliny na strukturę zespołu mikroorganizmów  
w glebie skażonej kadmem (Pacwa-Płociniczak i in., 2018). Jak pokazują badania Shentu  
i wsp. (2014), biomasa bakteryjnych PLFA ryzosfery Brassica chinensis może jednak ulegać 
zmianom w obecności metali, np. kadmu. Badacze ci, po wprowadzeniu do ryzosfery kadmu 
w ilości większej niż 1 mg kg-1, obserwowali spadek udziału metylowanych kwasów 
tłuszczowych, uznawanych za markery dla promieniowców. Zmniejszeniu ulegała także 
całkowita biomasa PLFA. Z kolei zarówno obecność rośliny, jak i parametry 
fizykochemiczne, okazały się mieć znaczenie w przypadku analizy zespołów 
mikroorganizmów wywodzących się z ryzosfery metalofitów Sedum alfredii, Rubus 
hunanensis, Lysimachia christinae oraz Clinopodium gracile (Yang i in., 2017). Wykazano 
pozytywny wpływ metalofitów na zespoły mikroorganizmów, objawiający się większą 
biomasą PLFA w ryzosferze, w porównaniu do gleby pozakorzeniowej. Jednocześnie 
obserwowano różnice w stosunku biomasy markerów PLFA bakterii Gram-dodatnich oraz 
Gram-ujemnych pomiędzy poszczególnymi gatunkami roślin. Zarówno odczyn gleby, jak  
i obecność kadmu, cynku oraz ołowiu, okazały się mieć jednak silny wpływ na całkowitą 
biomasę PLFA oraz stosunek zawartości biomasy kwasów nienasyconych do nasyconych 
(Yang i in., 2017). 
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5.4. Bioróżnorodność genetyczna 
 
Strukturę zespołów mikroorganizmów glebowych można opisywać także  
z zastosowaniem metod genetycznych. Metody oparte o amplifikację i rozdział genów 
kodujących 16S rRNA, jak PCR-DGGE, dają większą rozdzielczość uzyskiwanych 
wyników w porównaniu do analizy wykorzystujących markery biochemiczne, jak PLFA.  
W przypadku analizy PLFA, jakość uzyskanych wyników zależy od sposobu i wydajności 
przeprowadzonej ekstrakcji fosfolipidowych kwasów tłuszczowych (Macnaughton i in., 
1997). Dodatkowo, niektóre parametry środowiska, takie jak temperatura, odczyn, zmienny 
poziom odżywienia, mogą oddziaływać na skład kwasów tłuszczowych komórek bakterii, 
wpływając także na wyniki uzyskiwane dla całych profili PLFA, odpowiadających 
strukturze zespołów mikroorganizmów (Fang i in., 2000; Kirk i in., 2004; Wu i in., 2010). 
Pomimo tych ograniczeń, badania porównawcze przeprowadzone w oparciu o analizę PLFA 
oraz geny kodujące 16S rRNA, pozwoliły na wykazanie zbliżonych proporcji udziału 
bakterii Gram-dodatnich, Gram-ujemnych i promieniowców w badanych glebach, 
niezależnie od zastosowanej metody. Różnice wynikały jedynie z mniejszej rozdzielczości 
analizy PLFA (Orwin i in., 2018). Analiza PCR-DGGE fragmentów 16S rDNA, pierwotnie 
wykorzystywana była jako metoda detekcji mutacji punktowych (Muyzer i in., 1993). 
Stosuje się ją także do określania bioróżnorodności genetycznej mikroorganizmów  
z różnych środowisk, w tym gleby. Metoda ta umożliwia jednoczesną analizę wielu próbek, 
pozwalając na analizę porównawczą gleb pod względem bioróżnorodności strukturalnej 
zespołów bakterii. 
 Analiza statystyczna uzyskanych profili PCR-DGGE zespołów bakterii badanych 
gleb, ujawniła znaczącą rolę roślin w kształtowaniu struktury zespołów mikroorganizmów. 
Indeksy bioróżnorodności oraz ilość obserwowanych prążków istotnie różniły się między 
sobą nawet w przypadku zespołów bakterii ryzosfery roślin spokrewnionych, jak A. halleri 
oraz A. arenosa. W przeciwieństwie do A. arenosa, A. halleri jest jednak hiperakumulatorem 
cynku. Podobny wynik uzyskali Wang i wsp. (2008), którzy badali wpływ miedzi na 
aktywność i strukturę zespołów mikroorganizmów w ryzosferze akumulatora miedzi 
Elscholtzia splendens oraz rośliny nie akumulującej miedzi, Trifolium repens. W glebie 
zanieczyszczonej miedzią, biomasa mikroorganizmów oraz aktywność fosfatazy  
w ryzosferze E. splendens były większe w porównaniu z wynikami uzyskanymi dla 
ryzosfery T. repens. Analiza PCR-DGGE wykazała mniejszy stopień zróżnicowania genów 
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16S rDNA w glebie skażonej miedzią zarówno w glebie pozakorzeniowej, jak i ryzosferze 
T. repens, w przeciwieństwie do ryzosfery E. splendens, w której pomimo obecności miedzi, 
bioróżnorodność genetyczna była znacznie większa. W niniejszej pracy, bioróżnorodność 
genetyczna zespołów mikroorganizmów ryzosfery hiperakumulatora była jednak niższa, niż 
w przypadku A. arenosa. Zespoły mikroorganizmów ryzosfery A. halleri cechowały się 
najniższymi wartościami indeksu bioróżnorodności Shannona-Wienera, a także najmniejszą 
ilością prążków. Wartości te były nawet niższe, niż w przypadku gleby pozakorzeniowej.  
W porównaniu do ryzosfery A. arenosa, w ryzosferze A. halleri zaobserwowano wyższe 
stężenia biodostępnej frakcji cynku, co wpływało negatywnie na obserwowane wartości 
indeksów bioróżnorodności. Wyniki te mogą wskazywać na selekcję i dominację 
określonych grup mikroorganizmów w ryzosferze hiperakumulatora cynku (Melo i in., 
2011; Visioli i in., 2015). Taki efekt obserwowali Luo i wsp. (2017), którzy badali wpływ 
genotypów Sedum alfredii będących oraz niebędących hiperakumulatorami kadmu i cynku 
na strukturę zespołów mikroorganizmów zasiedlających strefę przykorzeniową tych roślin. 
Okazało się, że ryzosfera hiperakumulatorów wykazywała mniejszą liczbę OTU 
(operacyjnych jednostek taksonomicznych) w porównaniu do ryzosfery roślin nie 
wykazujących zdolności akumulacji metali. Z kolei w badaniach przeprowadzonych przez 
Schlaeppi i in. (2014) zaobserwowano, że skład zespołów mikroorganizmów był 
kształtowany w większym stopniu przez różnorodne czynniki fizykochemiczne gleb, niż 
przez obecność rośliny. Zhang i wsp. (2016) z kolei określili obecność metali jako istotny 
czynnik wpływający na biomasę i strukturę zespołów mikroorganizmów. Niektóre badania 
wskazują na prawdopodobny udział interakcji obu efektów, rośliny i czynników 
fizykochemicznych na mikrobiologię ryzosfery. Dla przykładu, Wood i in. (2016) 
obserwowali istotny udział różnych stężeń kadmu oraz obecności roślin na wartość indeksu 
Shannona-Wienera oraz ilości OTU w profilach ryzosferowych zespołów bakterii 
hiperakumulatora kadmu Carpobrotus rossii.  
Istotnym parametrem, który należy wziąć pod uwagę przy ocenie wpływu rośliny na 
bioróżnorodności zespołów bakterii ryzosferowych, jest także wiek i stan fizjologiczny 
roślin. W przedstawionej pracy, wszystkie próbki gleby ryzosferowej zostały pobrane  
w trakcie kwitnienia roślin, co zminimalizowało różnice związane z potencjalnym wpływem 
roślin będących w różnym stadium rozwoju, na zespoły bakterii. Wyniki niektórych badań 
wskazują bowiem na korelację zmian w profilach zespołów bakterii, ze stadium 
rozwojowym rośliny. Badania metagenomiczne zespołów bakterii związanych z korzeniami 
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Arabidopsis thaliana pokazały istotną zależność pomiędzy obecnością metabolitów 
pochodzenia roślinnego i bakteryjnymi genami, związanymi z ich przyswajaniem (Chaparro 
i in., 2013). Z kolei porównanie składu wydzielin korzeniowych tych roślin ze strukturą 
zespołów bakterii pokazało także wyraźny wpływ rozwijających się roślin na udział 
poszczególnych taksonów w profilach genetycznych. Różnice te najwyraźniej rysowały się 
pomiędzy stadiami siewek, wegetatywnym, intensywnego wzrostu oraz kwitnienia 
(Chaparro i in., 2014). Dodatkowo, niezależnie od stadium rozwoju rośliny, badania 
metagenomiczne wskazują na zróżnicowanie zespołów bakterii związanych z roślinami na 
część rdzeniową (ang. core microbiome), o konserwatywnej strukturze, silnie powiązanej  
z gospodarzem oraz zespoły towarzyszące, których skład ulega zmianie w zależności od 
czynników zewnętrznych (Hamonts i in., 2018).  
Metody genetyczne, takie jak analiza PCR-DGGE, także obarczone są pewnymi 
ograniczeniami. Ograniczeniem tej metody jest niedoskonałość reakcji PCR, w której 
namnożeniu mogą ulegać fragmenty DNA najliczniej reprezentowane w badanych próbach, 
kompetytywnie hamując amplifikację fragmentów rzadszych. Jakość amplifikacji 
fragmentów 16S rDNA zależy także od jakości DNA wyizolowanego z gleby. Dodatkowo, 
zamplifikowane fragmenty o różnych sekwencjach, podczas elektroforezy mogą niekiedy 
migrować wspólnie, zmniejszając pulę widocznych prążków, co wpływa na 
niedoszacowanie bioróżnorodności genetycznej. Możliwa jest także sytuacja przeciwna, 
gdzie na skutek drobnych różnic sekwencji fragmentów genów należących do tego samego 
gatunku bakterii, mogą one wykazywać różnice w konformacji, wpływając na szybkość 
migracji w żelu poliakrylamidowym (Kirk i in., 2004). Wady te nie odgrywają dużej roli  
w analizach porównawczych, dlatego też PCR-DGGE jest metodą nadal przydatną  
w analizach zespołów bakterii pochodzących z różnych środowisk, a także w monitorowaniu 
bioróżnorodności bakterii w glebach skażonych metalami i ksenobiotykami (Huang i in., 
2017; Santamaría i in., 2017; Ventorino i in., 2018; Liu i in., 2019). 
 
5.5. Bioróżnorodność funkcjonalna 
 
W celu oceny oddziaływań pomiędzy roślinami, mikroorganizmami i parametrami 
fizykochemicznymi gleby, przydatnym jest wykonanie analiz porównawczych 
bioróżnorodności funkcjonalnej zespołów mikroorganizmów, z zastosowaniem metody 
BIOLOG-CLPP (Martínez-Iñigo i in., 2009). W metodzie tej, zespoły mikroorganizmów 
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glebowych testuje się względem ich potencjału do wzrostu na 31 źródłach węgla i azotu. 
Metoda ta pozwala na względnie szybką i tanią analizę porównawczą populacji 
mikroorganizmów, umożliwiając jednocześnie obliczanie parametrów bioróżnorodności 
oraz wykonanie statystycznych analiz wieloczynnikowych z całych profili. Badania 
genetyczne pokazały, że zaledwie ok. 0,1% wszystkich prokariotów glebowych daje się 
wyhodować in vitro. W zależności od środowiska, typowo uzyskuje się hodowalność 
mieszczącą się w przedziale 0,1 od 10% całkowitej populacji mikroorganizmów (Alain i 
Querellou, 2009; Rastogi i in., 2010). Wyniki uzyskane poprzez BIOLOG-CLPP są zależne 
od hodowli, a przez to, podobnie jak w przypadku klasycznych podłoży bulionowych, 
zdominowane przez mikroorganizmy szybko-rosnące, co może prowadzić do maskowania 
grup mniej licznych, ale istotnych z punktu widzenia ekologii gleby (Kirk i in., 2004). 
Pomimo ograniczeń metod hodowlanych, ich stosowanie ciągle jest konieczne, ponieważ 
dostarczają one ważnych informacji dotyczących fizjologii komórek bakterii i grzybów, 
umożliwiając ich charakterystykę, a także izolację gatunków o określonych cechach (Pham 
i Kim, 2012; Lee i in., 2016;). Dodatkowo, mikroorganizmy hodowalne uważane są za 
najbardziej aktywne i odgrywają dużą wolę w funkcjonowania ekosystemów (Margesin i 
in., 2011).  
W prezentowanej pracy obserwowano statystycznie istotny spadek aktywności 
metabolicznej mikroorganizmów w ryzosferze i glebie pozakorzeniowej, który był 
skorelowany z obecnością metali. Badania bioróżnorodności funkcjonalnej (CLPP) 
zespołów mikroorganizmów pochodzących z gleby pozakorzeniowej oraz ryzosfery 
Dactylis glomerata, Phalaris arundinacea, Phleum pratense i Trifolium pratense, 
zademonstrowały znaczący efekt obecności różnych gatunków roślin na potencjał 
metaboliczny bakterii (Söderberg i in., 2004). Efekt rośliny okazał się być tak silny, że 
przewyższał wpływ właściwości fizykochemicznych gleb zastosowanych w eksperymencie. 
Brak istotnego związku pomiędzy wartością indeksu bioróżnorodności funkcjonalnej  
a zawartością metali w glebie obserwowali Li i wsp. (2011). Badacze wykazali natomiast 
istotny wpływ Erigeron annuus oraz Lysimachia clethroides na profile metaboliczne 
mikroorganizmów glebowych. Podobne wyniki otrzymano w badaniach fitoekstrakcji niklu 
z gleb serpentyninowych, w których fenotyp funkcjonalnej bioróżnorodności zespołów 
mikroorganizmów związany był silnie z rodzajem pokrywy roślinnej (Rue i in., 2015). 
Obserwacja ta jest istotna na tle nowych badań z udziałem sekwencjonowania nowej 
generacji, które potwierdzają silny, dominujący wpływ rośliny na selekcję 
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mikroorganizmów o określonej funkcji. Analiza metagenomiczna przeprowadzona przez 
Yan i wsp. (2017) pokazała w zespołach bakterii ryzosfery zwiększony udział genów 
związanych z procesami transportu, metabolizmu cukrów (w szczególności glikolizy) oraz 
genów związanych przemianami zależnymi od wodoru, w porównaniu do gleby 
nieryzosferowej. Jednocześnie jednak autorzy sugerują, że parametry fizykochemiczne 
gleby były czynnikiem dodatkowym w procesie selekcji mikroorganizmów przez rośliny.  
Nowe światło na funkcjonalne aspekty zespołów mikroorganizmów rzucają także 
analizy metaproteomiczne. Analizę metaproteomiczną, w połączeniu z metagenomiczną 
charakterystyką zespołów bakterii, zastosowano na przykład w badaniach 
mikroorganizmów ryzosfery hiperakumulatora niklu, Noccaea caerulescens oraz Biscutella 
laevigata, rośliny charakteryzującej się tolerancją względem tego pierwiastka. Wyniki 
porównywano z profilami uzyskanymi dla gleby pozakorzeniowej. Uzyskane dane 
pozwoliły na powiązanie rodzajów i gatunków bakterii oraz pełnionych przez nie funkcji  
w ryzosferze badanych roślin. W porównaniu do gleby pozakorzeniowej, profil 
bioróżnorodności strukturalnej oraz funkcjonalnej najbardziej różnił się w przypadku 
hiperakumulatora niklu. Część mikroorganizmów, takich jak Phyllobacterium, 
Pseudomonas oryzihabitans, Stenotrophomonas rhizophila oraz Microbacterium oxydans, 
okazały się być grupami wspólnymi dla badanych zespołów. Jednak ich profile białkowe 
uwidaczniały znaczne różnice w zależności od gatunku rośliny (Mattarozzi i in., 2017). 
Analizy metatranskryptomiczne, przeprowadzone na zbiorowisku roślinnym pampy, 
pozwoliły ujawnić niewielką zależność strukturalnej bioróżnorodności zespołów bakterii od 
ich bioróżnorodności funkcjonalnej. Struktura populacji mikroorganizmów ulegała 
sezonowym zmianom, podczas gdy podstawowe funkcje w badanych zespołach zostały 
utrzymane. Wynik ten wskazywał na dużą elastyczność zespołów bakterii, dzięki procesowi 
funkcjonalnej redundancji (Barboza i in., 2018). Zjawisko to jest szczególnie istotne  
w glebach o wysokim stopniu skażenia metalami czy ksenobiotykami. 
Gleby analizowane w niniejszej pracy były bardzo silnie skażone cynkiem oraz 
kadmem. Kadm, w porównaniu do cynku, miedzi czy niklu, jako pierwiastek bez znaczenia 
biologicznego, jest uznawany za szczególnie toksyczny (Guo i in., 2010; Clemens i Ma, 
2016; Sobariu i in., 2017). Widoczny, niekorzystny wpływ kadmu na funkcjonalną 
bioróżnorodność badanych zespołów bakterii, zarówno w glebie pozakorzeniowej, jak  
i ryzosferze, niewątpliwie ma duże znaczenie w ekologii badanych gleb. Niektóre badania 
wskazują na obecność metali jako czynnika w znacznym stopniu oddziałującego na profile 
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funkcjonalne (Stefanowicz i in., 2008). W niniejszej pracy, związkami których rozkład 
korelował z obecnością kadmu były węglowodany: α-cyklodekstryna, D-celobioza, 
glikogen, a także kwas glycyl-L-glutaminowy. W badaniach przeprowadzonych przez 
Kuźniar i wsp. (2018), metoda BIOLOG-CLPP z zastosowaniem płytek EcoPlates wykazała 
hamowanie wzrostu bakterii przez metale, co objawiało się spadkiem wartości parametru 
AWCD – średniego zabarwienia dołka. Uzyskane CLPP dla zespołów bakterii 
pochodzących z gleb zawierających znaczne ilości metali oraz gleb niezanieczyszczonych, 
były istotnie różne. W przeciwieństwie jednak do wyników uzyskanych w niniejszej pracy, 
zespoły bakterii z gleb skażonych wykazywały zwiększoną zdolność do metabolizowania 
związków zawierających azot. Analizy metagenomiczne przeprowadzone przez Feng i wsp. 
(2018), pozwoliły nie tylko na ocenę toksyczności kadmu względem określonych grup 
taksonomicznych bakterii, ale i na wskazanie szeregu genów o różnych funkcjach, których 
udział w populacji bakterii zwiększał się w obecności kadmu. W glebie skażonej kadmem 
obserwowano np. więcej genów kodujących systemy transporterów ABC, a także 
związanych z metabolizmem kwasów organicznych, kwasów tłuszczowych i białek (Feng i 
in., 2018).  
Zmiany bioróżnorodności taksonomicznej i aktywności funkcjonalnej można 
oceniać również poprzez sekwencjonowanie rRNA oraz wybranych sekwencji mRNA, np. 
ze szczególnym uwzględnieniem transporterów błonowych, istotnych dla tolerancji 
względem metali. Stosując to podejście, Epelde i wsp. (2015) wyróżnili taksony o dużej 
plastyczności metabolicznej, np. Ktedonobacteria i Chloroflexi, których udział w zespole 
bakterii zwiększał się w obecności metali, w przeciwieństwie do Actinobacteria  
i Acidobacteria, których udział pozostawał stały. Jednocześnie, w glebie silnie 
zanieczyszczonej ołowiem i cynkiem, obserwowano wzrost ekspresji genów związanych  
z przekazywaniem DNA oraz transportem jonów, w porównaniu do gleby o niewielkim 
stopniu zanieczyszczenia (Epelde i in., 2015).  
 
5.6. Aktywność enzymatyczna 
 
Odmienną metodą wykorzystywaną do charakterystyki zespołów mikroorganizmów 
glebowych jest aktywność enzymatyczna. Analiza korelacji pokazała, że najważniejszym 
czynnikiem wpływającym na aktywność hydrolaz (FDHA) w niniejszej pracy okazał się być 
odczyn gleby. Efekt obecności rośliny oraz miejsca poboru prób miały natomiast znaczenie 
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niemal równorzędne, przez co nie obserwowano tutaj spodziewanego efektu ryzosferowego. 
Przeciwne wyniki uzyskali Al Souki i in. (2017) w badaniach ex situ dotyczących wpływu 
rośliny Miscanthus × giganteus na aktywność mikroorganizmów w glebie zanieczyszczonej 
metalami. Aktywność FDHA bowiem silnie pozytywnie korelowała z obecnością rośliny,  
a spadała wraz ze wzrostem zawartości cynku oraz kadmu. Podobny efekt obserwowano  
w przypadku aktywności mikrobiologicznej na zwałowiskach zawierających żelazo, 
mangan, cynk, miedź, ołów i kadm, przy czym ujemna korelacja pomiędzy FDHA  
a stężeniem metali dotyczyła ich biodostępnej frakcji (Bhattacharyya i in., 2008).  
 
5.7. Metabolomika 
 
Aby zdefiniować naturę wydzielin korzeniowych, które mogły wpływać na badane 
zespoły mikroorganizmów, przeprowadzono badania metabolomiczne, oparte o analizę 
HPLC-MS. Badania te ujawniły obecność kilku związków o identycznej masie, wspólne dla 
rodzaju Arabidopsis. Jedną z głównych grup związków wydzielanych do gleby przez rodzaj 
Arabidopsis są związki fenolowe, których wpływ na aktywność mikroorganizmów 
glebowych jest potwierdzony (Badri i in., 2013). W niniejszej pracy metabolitów nie udało 
się zidentyfikować w sposób jednoznaczny i bezsporny. Jednak niektóre niskocząsteczkowe 
związki o małej masie, występowały w próbkach zawierających duże ilości kadmu. Jednym 
ze znanych mechanizmów odpowiedzi metabolicznej roślin na toksyczny efekt metali, jest 
synteza związków o charakterze przeciwutleniaczy, takich jak ksantofile, glutation czy kwas 
askorbowy. Niektóre metabolity wtórne, takie jak polifenole, w tym kwasy fenolowe, 
flawonoidy, a zwłaszcza antocyjany, wykazują działanie przeciw reaktywnym formom 
tlenu, które mogą powstawać w warunkach silnego stresu (Sytar i in., 2013). Dodatkowo, 
pochodne kwasów organicznych, takie jak jabłczany, cytryniany i szczawiany, biorą udział 
w wiązaniu metali, szczególnie w korzeniach (Rascio i Navari-Izzo, 2011; Sytar i in., 2013). 
Jednym z potencjalnych kandydatów metabolitów zidentyfikowanych w niniejszej pracy był 
nadtlenek metylu, którego obecność może wskazywać na stres oksydacyjny. Cieśliński  
i wsp. (1998) w badaniach dotyczących akumulacji kadmu w Triticum turgidum var. durum, 
wykazali silny związek pomiędzy zawartością wymywalnej frakcji kadmu oraz 
niskocząsteczkowymi kwasami organicznymi, w tym kwasem szczawiowym, fumarowym, 
winowym, bursztynowym, L-jabłkowym, octowym, propionowym oraz masłowym.  
W niniejszej pracy, ze względu na niedokładną identyfikację niskocząsteczkowych 
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związków skorelowanych z obecnością kadmu, mogły one być zarówno natury organicznej, 
jak i nieorganicznej. Mogły one obejmować metabolity takie jak kwas mrówkowy, kwas 
propiolowy, pirazol, imidazol, alkohole, kwas siarkowy (IV) czy kwas chlorowy (V). 
Rośliny mogą uwalniać do gleby związki o charakterze nieorganicznym, jak węglany, 
wodorotlenki czy jony jedno- i dwu-wartościowe (Ehrenfeld i in., 2005; Hartmann i in., 
2009). Żadne z nich jednak nie odpowiadają związkom sugerowanym w niniejszej pracy. 
Należy zwrócić uwagę także na możliwość potencjalnego udziału mikroorganizmów  
w uwalnianiu różnego typu substancji do środowiska glebowego. Mikroorganizmy poddane 
ekspozycji na znaczne stężenia pierwiastków śladowych reagują przede wszystkim 
uruchomieniem aktywnych mechanizmów wyrzutu jonów (ang. efflux), dzięki którym 
toksyczne jony wydostają się poza komórkę, lub też uwalnianiem specyficznych chelatorów, 
wiążących metale na zewnątrz komórki (Haferburg i Kothe, 2007; Gadd, 2010; Ahemad i 
Kibret, 2014). Nie stwierdzono jednak obecności tychże chelatorów w badanych próbach. 
Kolejną możliwością, która może tłumaczyć korelację kwasów nieorganicznych w glebie  
z dużą zawartością kadmu, jest wystąpienie przypadkowych zjawisk wynikających  
z interakcji parametrów fizykochemicznych. Metale i kwasy nieorganiczne tworzą sole, 
które w wyniku oddziaływania różnych czynników fizykochemicznych mogą ulegać 
precypitacji, pozostając uwięzionymi wewnątrz porowatej struktury gleby (Gadd, 2010). 
Mogło jednak dojść do ich przypadkowego uwolnienia, np. podczas procedury ekstrakcji 
metabolitów z gleby, skutkując obecnością specyficznych jonów o charakterze 
nieorganicznym, które wykryto w profilach HPLC-MS.  
 
5.8. Zależności między badanymi parametrami 
 
Statystyczna analiza kanoniczna CCA uzyskanych wyników pozwoliła 
zaobserwować interesujące zjawisko związane z zawartością wymywalnej frakcji cynku. 
Dla większości przeprowadzonych analiz, tj. PLFA, BIOLOG-CLPP czy HPLC-MS, wpływ 
biodostępnej zawartości cynku okazał się być odmienny, a często przeciwny do tego, który 
był obserwowany w przypadku frakcji całkowitej cynku czy kadmu. W przeciwieństwie do 
kadmu, cynk jest jednak metalem, którego w niewielkich stężeniach mikroorganizmy 
wymagają do prawidłowego wzrostu i rozwoju. W tym kontekście, obserwowane stężenia 
biodostępnej frakcji cynku, mogły działać na badane zespoły mikroorganizmów w sposób 
stymulujący (Bruins i in., 2000; Gadd, 2010). Dodatkowo, wpływ biodostępnego cynku na 
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bioróżnorodność funkcjonalną mikroorganizmów był podobny do efektu, jaki wywierany 
był na zespoły bakterii przez materię organiczną i wilgotność. Podobnych korelacji nie 
obserwowano w przypadku biodostępnej frakcji miedzi, która podobnie jak cynk jest 
pierwiastkiem o ważnym znaczeniu biologicznym. Co więcej, stężenia biodostępnego cynku 
były aż do trzech rzędów wielkości wyższe, niż miedzi. Występowanie niejednoznacznych 
efektów związanych z obecnością metali mogły mieć jednak związek z charakterem gleb, 
które poddawano analizie. Wszystkie wybrane do badań poletka obejmowały bowiem tereny 
związane z przeróbką rud cynku, gdzie gleby poddane były toksycznemu wpływowi metali 
przez okres przewyższający 40 lat. Wieloletnie skażenie cynkiem mogło doprowadzić do 
selekcji i adaptacji obecnych w glebach zespołów mikroorganizmów (Pacwa-Płociniczak i 
in., 2018).   
Przedstawione wyniki w przyszłości mogą i powinny zostać uzupełnione o inne 
analizy „omiczne”, w tym analizy oparte na sekwencjonowaniu nowej generacji (NGS). 
Metody te umożliwiają bowiem badanie zarówno ilościowych, jakościowych, jak  
i funkcjonalnych aspektów populacji mikroorganizmów, co pozwoliłoby wyeliminować 
niektóre wady wykorzystywanych w tej pracy metod, szczególnie tych bazujących na 
hodowli mikroorganizmów. Z kolei metody analizy zespołów mikroorganizmów  
z wykorzystaniem sekwencjonowania nowej generacji także nie są pozbawione wad i niosą 
ze sobą kolejne wyzwania, związane ze skomplikowanymi analizami bioinformatycznymi 
(Orgiazzi i in., 2015; Schloter i in., 2018). 
 
5.9. Podsumowanie 
 
Wyniki badań przedstawione w tej pracy pozwalają potwierdzić istotny wpływ obu 
czynników: rośliny i właściwości gleby, w tym zawartości metali, na kształtowanie ogólnej 
bioróżnorodności zespołów mikroorganizmów. Ocena bioróżnorodności strukturalnej  
i funkcjonalnej zespołów bakterii w badanych glebach ujawniła jednak różnice w istotności 
czynników biologicznych i fizykochemicznych w procesie kształtowania wymienionych 
zespołów. Bioróżnorodność strukturalna i funkcjonalna układów biologicznych nie są ze 
sobą w ścisły sposób skorelowane. W określonych warunkach stresowych, jakim 
niewątpliwie jest obecność metali w glebie, zachodzi proces funkcjonalnej redundancji, 
podczas której funkcje określonych gatunków czy grup mikroorganizmów, zastępowane są 
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przez inne grupy bakterii i grzybów (Nannipieri i in., 2003; Stefanowicz i in., 2008; McGuire 
i Treseder, 2010; Yan i in., 2017).  
Niezależnie od zastosowanej metody badawczej, ze względu na złożoność 
oddziaływań pomiędzy mikroorganizmami, roślinami i abiotycznymi składnikami 
środowiska, wyznaczenie uniwersalnego czynnika kluczowego determinującego strukturę  
i aktywność mikroorganizmów glebowych nie jest możliwe (Berg i Smalla, 2009). Zarówno 
metale, jak i inne parametry środowiska, w tym obecność wydzielin korzeniowych, w sposób 
istotny wpływają na zespoły mikroorganizmów glebowych i w zależności od badanego 
układu elementów biotycznych, abiotycznych oraz czasu analizy, rola poszczególnych 
czynników może ulegać zmianie. Dlatego należy zwrócić uwagę na brak ścisłego związku 
bioróżnorodności strukturalnej z bioróżnorodnością funkcjonalną, co bezpośrednio wynika 
z procesu redundancji funkcjonalnej, dzięki czemu możliwe jest utrzymanie homeostazy 
gleby nawet w niekorzystnych warunkach środowiska.
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6. Wnioski 
 
Uzyskane wyniki pozwalają na wyciągnięcie następujących wniosków: 
1. Oddziaływanie roślin i parametrów fizykochemicznych gleb, w różnym stopniu 
wpływa na liczebność, aktywność oraz bioróżnorodność strukturalną, funkcjonalną 
i genetyczną mikroorganizmów.  
2. Obecność metalofitów w istotny sposób wpływa na ogólną liczebność bakterii  
i grzybów; całkowitą liczebność bakterii wyznaczoną na podstawie liczby kopii 
genów 16S rDNA; całkowitą biomasę PLFA, biomasę PLFA bakterii i grzybów; 
wartości indeksów bioróżnorodności (H’, Rs, Eh), obliczonych na podstawie profili 
PCR-DGGE.  
3. Parametry fizykochemiczne gleb są głównym czynnikiem determinującym udział 
poszczególnych kwasów tłuszczowych w profilach PLFA. 
4. Potencjał metaboliczny zespołów ryzosferowych, profile metabolitów glebowych  
i aktywność enzymatyczna, zależą zarówno od obecności rośliny, jak i parametrów 
fizykochemicznych gleby. 
5. Całkowita zawartość cynku i kadmu w istotny sposób wpływa na ƩAUC, H’ i CLPP, 
oznaczonych na podstawie analizy BIOLOG, a także na profile PLFA.  
Dodatkowo, istotnymi czynnikami fizykochemicznymi kształtującymi profile 
PLFA, aktywność enzymatyczną i liczebność bakterii metaloopornych w ryzosferze 
badanych metalofitów, są odpowiednio: odczyn, wilgotność i zawartość materii 
organicznej. 
6. Wpływ cynku oraz kadmu uwidacznia się zarówno w obserwowanej 
bioróżnorodności strukturalnej, jak i funkcjonalnej. Obecność metali w glebie nie 
determinuje jednak zmienności wszystkich mierzonych cech zespołów 
mikroorganizmów.  
7.  Zastosowanie wieloczynnikowej analizy statystycznej jednoznacznie pokazuje, że 
zarówno obecność metalofitów, jak i uwarunkowania glebowe, spełniają istotną rolę 
w kształtowaniu bioróżnorodności zespołów mikroorganizmów w glebach silnie 
skażonych metalami ciężkimi.
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7. Streszczenie 
 
Wieloletnie zanieczyszczenie gleb metalami ciężkimi doprowadziło do rozwinięcia 
się populacji roślin, metalofitów, o szczególnych przystosowaniach ułatwiających im 
przetrwanie w tych trudnych do życia warunkach. Rośliny stwarzają nisze bogate  
w substancje organiczne, które są wykorzystywane przez mikroorganizmy glebowe, 
przyczyniając się do zwiększenia liczebności i aktywności zespołów bakterii oraz grzybów 
w pobliżu korzeni. Jednakże te procesy, a zwłaszcza czynniki w głównym stopniu 
kształtujące bioróżnorodność zespołów mikroorganizmów, są stosunkowo słabo poznane  
w przypadku ryzosfery metalofitów, występujących na glebach o bardzo silnym skażeniu 
metalami.  
W niniejszej pracy badano liczebność, aktywność a także bioróżnorodność 
strukturalną, funkcjonalną i genetyczną zespołów mikroorganizmów w ryzosferze 
Arabidopsis arenosa, Arabidopsis halleri, Deschampsia caespitosa, Silene vulgaris oraz  
w glebie pozakorzeniowej, na trzech wybranych obszarach Górnego Śląska, obejmujących 
gleby w znacznym stopniu skażone cynkiem oraz kadmem.  
Uzyskane wyniki parametrów biologicznych korelowano z parametrami 
fizykochemicznymi gleb, w celu zdefiniowania kluczowych czynników decydujących  
o bioróżnorodności zespołów bakterii i grzybów. Wyniki przeprowadzonych badań 
wskazują, iż zarówno obecność roślin, jak i uwarunkowania glebowe związane  
z parametrami fizykochemicznymi środowiska, takimi jak zawartość metali, odczyn, 
wilgotność i ilość materii organicznej, w sposób istotny wpływają na poszczególne aspekty 
bioróżnorodności zespołów mikroorganizmów glebowych. Natomiast w zależności od 
badanego układu elementów biotycznych i abiotycznych, rola poszczególnych czynników 
może ulegać zmianie.
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8. Summary 
 
A prolonged contamination of soils with heavy metals has led to development of 
plant species, metallophytes, specifically adjusted towards survival in these harsh 
conditions. Plants provide a nutrient-rich niche in soil. These nutrients serve as substrates 
for bacteria and fungi, which leads to higher microbial counts and higher microbial activity 
near the roots. However, the physico-chemical soil parameters, such as increased heavy 
metal concentration, may alter the processes governing plan-microbe associations, including 
the main drivers of microbial diversity in the rhizosphere of plants, such as metallophytes. 
In this work, the microbial counts, activity as well as structural, functional and 
genetic biodiversity of the rhizosphere microbial communities associated with Arabidopsis 
arenosa, Arabidopsis halleri, Deschampsia caespitosa, Silene vulgaris, along with the bulk 
soil obtained from the three selected sites in Upper Silesia, heavily contaminated with zinc 
and cadmium, were studied. 
The results obtained for biological traits were correlated against the physico-
chemical soil  parameters in order to define the key features accounting for the microbial 
diversity. The results show, that both plant species and physico-chemical soil parameters, 
such as zinc and cadmium concentration, pH, water content and organic matter content, 
significantly impact individual aspects of microbial diversity. However, depending on the 
specific arrangement of biotic and abiotic factors, the role of individual soil- or plant-derived 
features in the determination of microbial traits may vary.
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